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Herstellung von akariogenen Zuckerersatzstoff en 

B ES CHRE I BUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren 
zur Herstellung von nicht -kariogenen Zuckern, insbesondere 
Trehalulose oder/und Palatinose, unter Verwendung rekombinan- 
ter DNA-Technologie . 

Die akariogenen Zuckerersatzstof f e Palatinose (Isomaltulose) 
und Trehalulose werden groStechnisch aus Saccharose durch eine 
enzymatische Umlagerung unter Verwendung von immobilisierten 
Bakterienzellen (z.B. der Spezies Protaminobacter rubrum, Er- 
winia rhapontici, Serratia plymuthica) hergestellt. Dabei wird 
die zwischen den beiden Monosaccharideinheiten des Disaccha- 
rids Saccharose bestehende al -» £2 glykosidische Bindung zu 
einer orl 6 Bindung bei Palatinose bzw. einer orl -> al Bindung 

bed— Tr e haiuio s e- -is omer isre r t- -Drese-Uml-agerung-vdn ~S a~c cha :r ose" — 

zu den beiden akariogenen Disacchariden erfolgt unter Katalyse 
des bakteriellen Enzyms Saccharose- Isomerase ( auch Saccharo- 
se-Mutase genannt . Je nach verwendetem Organismus ergibt sich 
bei dieser Reaktion ein Produktgemisch, das neben den er- 
wunschten akariogenen Disacchariden Palatinose und Trehalulose 
auch gewisse Anteile an unerwunschten Monosacchariden (Glucose 
oder/und Fructose) enthalt . Diese Monosaccharidanteile sind 
ein erhebliches technisches Problem, da zu ihrer Abtrennung 
aufwendige Reinigungsprozeduren (meist f raktionierte Kristal- 
lisationen) erforderlich sind. 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe be- 
st and somit darin, die Bildung von Monosacchariden bei der 
Isomerisierung von Saccharose zu Trehalulose oder/und Palati- 
nose moglichst weitgehend zu unterdrucken . Eine andere, der 
vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand in der 
Bereitstellung von Organismen, die Palatinose oder/und Treha- 
lulose in hoherer Ausbeute als bekannte Organismen erzeugen. 
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Zur Losung dieser Aufgaben werden rekombinante DNA-Molekule , 
mit rekombinanten DNA-Molekulen transf ormierte Organismen, 
rekombinante Proteine sowie ein verbessertes Verfahren zur 
Herstellung von nicht-kariogenen Zuckern, insbesondere von 
Palatinose oder/und Trehalulose , bereitgestellt . 

Ein Gegenstand der Erfindung ist eine DNA-Sequeriz, welche da- 
durch gekennzeichnet ist, dafc sie fur ein Protein mit einer 
Saccharose- Isomerase-Aktivitat codiert und 

(a) eine der in SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ 
ID NO. 9, SEQ ID NO. 11 oder SEQ ID NO. 13 gezeigten 
Nukleotidsequenzen gegebenenf alls ohne den Signalpeptid- 
codierenden Bereich, 

(b) eine der Sequenzen aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechende Nukleotidsequenz , oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) hybridisie- 
rende Nukleotidsequenz umf afit . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung soil der Be- 
griff "Protein mit einer Saccharose- Isomerase-Aktivitat" sol- 
che Proteine umfassen, die zur Isomerisierung von Saccharose 
zu anderen Disacchariden in der Lage sind, wobei die al -* £2 
glykosidische Bindung zwischen Glucose und Fructose in der 
Saccharose in eine andere glykosidische Bindung zwischen zwei 
Monosaccharideinheiten uberfuhrt wird, insbesondere in eine al 
-» 6 Bindung oder/und eine al -» al Bindung. Besonders bevorzugt 
betrifft der Begriff "Protein mit einer Saccharose- Isomerase- 
Aktivitat" daher ein Protein, das zur Isomerisierung von Sac- 
charose zu Palatinose oder/und Trehalulose in der Lage ist. 
Dabei betragt der Anteil von Palatinose und Trehalulose an den 
gesamten Disacchariden, die durch Isomerisierung von Saccha- 
rose gebildet werden, vorzugsweise * 2 %, besonders bevorzugt 
a 20 % und am meisten bevorzugt a 50 % . 

Die in SEQ ID NO. 1 gezeigte Nukleotidsequenz codiert fur die 
vollstandige Saccharose- I somerase aus dem Mikroorganismus Pro- 
taminobacter rubrum (CBS 547,77) einschlieSlich des Signalpep- 
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tidbereichs. Die in SEQ ID NO. 2 gezeigte Nukleotidsequenz 
codiert fur den N-terminalen Abschnitt der Saccharose -I some- 
rase aus dem Mikroorganismus Erwinia rhapontici (NCPPB 1578) 
einschlieBlich des Signalpeptidbereichs . Die in SEQ ID NO. 3 
gezeigte Nukleotidsequenz kodiert fur einen Abschnitt der Sac- 
charose - 1 somerase aus dem Mikroorganismus SZ 6 2 ( Enterobacter 
spec . ) . 

Der fur das Signalpeptid codierende Bereich der SEQ ID NO. 1 
reicht von Nukleotid 1 - 99. In SEQ ID NO. 2 reicht der Sig- 
nalpeptid-codierende Bereich von Nukleotid 1 - 10B. Die DNA- 
Sequenz gemaE vorliegender Erfindung umfaSt auch die in SEQ ID 
NO. 1 und SEQ ID NO. 2 gezeigten Nukleotidsequenzen ohne den 
Signalpeptid-codierenden Bereich, da das Signalpeptid in der 
Regel nur fur die korrekte Lokalisierung des reifen Proteins 
in einem bestimmten Zellkompartement (z.B. im periplasmati - 
schen Raum zwischen der auEeren und der inneren Membran, in 
der auEeren Membran oder in der inneren Membran} oder fur den 
extrazellularen Export, nicht aber fur die enzymatische Akti- 
vitat als solche notwendig ist. Die vorliegende Erfindung urn- 
faEt somit weiterhin auch fur das reife Protein (ohne Signal- 
peptid) codierende Sequenzen in operativer Verknupfung mit 
heterologen Signalsequenzen, insbesondere mit prokaryontischen 
Signalsequenzen, wie etwa bei E.L. Winnacker, Gene und Klone, 
Eine Einfuhrung in die Gentechnologie, VCH-Verlagsgesellschaf t 
Weinheim, BRD, (1985) , S. 256 beschrieben. 

Die Nukleotidsequenz SEQ ID NO. 9 codiert fur eine Variante 
der Isomerase aus Protaminobacter rubrum. Die Nucleotidsequenz 
SEQ ID NO. 11 codiert fur die vollstandige Isomerase aus dem 
Isolat SZ 62. Die Nucleotidsequenz SEQ ID NO. 13 codiert fur 
den GroSteil der Isomerase aus dem Mikroorganismus MX-45 (FERM 
11808 bzw. FERM BP 3619) . 

Neben den in SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID 
NO. 9, SEQ ID NO. 11 oder SEQ ID NO. 13 gezeigten Nukleotidse- 
quenzen und einer dieser Sequenzen im Rahmen der Degeneration 
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des genetischen Codes entsprechenden Nukleotidsequenzen umfaEt 
die vorliegende Erfindung auch noch eine DNA-Sequenz, die mit 
einer dieser Sequenzen hybridisiert , vorausgesetzt, dafi sie 
fur ein Protein codiert , das zur Isomerisierung von Saccharose 
in der Lage ist. Der Begriff "Hybridisierung" gemaS vorliegen- 
der Erfindung wird wie bei Sambrook et al . (Molecular Cloning. 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press 
(1989), 1.101-1.104) verwendet. GemaS vorliegender Erfindung 
spricht man von einer Hybridisierung, wenn nach Waschen fur 1 
Stunde mit 1 x SSC und 0,1 % SDS bei 55°C, vorzugsweise bei 
62 °C und besonders bevorzugt bei 68 °C, insbesondere fur 1 
Stunde in 0,2 x SSC und 0,1 % SDS bei 55°C, vorzugsweise bei 
62°C und besonders bevorzugt bei 68°C noch ein positives 
Hybridisierungssignal beobachtet wird. Eine unter derartigen 
Waschbedingungen mit einer der in SEQ ID N0:1 oder SEQ ID NO: 2 
gezeigten Nukleotidsequenzen oder einer damit im Rahtnen der 
Degeneration des genetischen Codes entsprechenden Nukleotidse- 
quenz hybridisierende Nukleotidsequenz ist eine erfindungs- 
gemaSe Nukleotidsequenz. 

Vorzugsweise weist die erf indungsgemaSe DNA-Sequenz 

(a) eine der in SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ 
ID NO. 9, SEQ ID NO. 11 oder SEQ ID NO. 13 gezeigten 
Nukleotidsequenzen gegebenenf alls ohne den Signalpeptid- 
codierenden Bereich oder 

(b) eine zu den Sequenzen aus (a) mindestens 70 % homologe 
Nukleotidsequenz auf . 

Vorzugsweise weist die erfindungsgemafie DNA-Sequenz auch eine 
mindestens 80 % homologe Nukleotidsequenz zu den konservierten 
Teilbereichen der in SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, 
SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 11 oder SEQ ID NO. 13 gezeigten 
Nukleotidsequenzen auf . Diese konservierten Teilbereiche sind 
insbesondere von Nukleotid 139 - 186, Nukleotid 256 - 312, 
Nukleotid 328 - 360, Nukleotid 379 - 420 oder/und Nukleotid 
424 - 444 der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz. 
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In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm weist die er- 
findungsgema&e DNA-Sequenz eine mindestens 80 % homologe, ins- 
besondere eine mindestens 90 % homologe Nukleotidsequenz zu 
den Teilbereichen 

(a) Nukleotid 13 9 - 155 oder/und 

(b) Nukleotid 625 - 644 

der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz auf . 

Oligonukleotide, die aus den obigen Sequenzbereichen abgelei- 
tet sind, haben sich als Primer zur PCR-Amplif ikation von Iso- 
merase- Fragment en aus der genomischen DNA einer Vielzahl gete- 
steter Mikroorganismen, z.B. Protaminobacter rubrum (CBS 547. 
77), Erwinia rhapontici (NCPPB 1578), Isolat SZ 62 und Pseudo- 
monas mesoacidophila MX-45 (FERM 11808) bewahrt . 

Besonders bevorzugt werden zu diesem Zweck die folgenden Oli- 
gonukleotide, gegebenenfalls in Form von Gemischen verwendet, 
wobei die in Klammem befindlichen Basen alternativ vorhanden 
serin - konnen : 

Oligonukleotid I (17 nt) : 

5 ' -TGGTGGAA (A, G) GA (G , A) GCTGT-3 ' 

Oligonukleotid II (20 nt) : 

5 ' - TCCCAGTTCAG (G , A) TCCGGCTG- 3 ' 

Das Oligonukleotid I ist aus den Nukleotiden 139-155 von SEQ 
ID NO. 1 abgeleitet und das Oligonukleotid II ist aus der zu 
den Nukleotiden 625 - 644 komplementaren Sequenz von SEQ ID 
NO. 1 abgeleitet. Die Unterschiede zwischen den homologen 
Teilbereichen der er f indungsgemafcen DNA- Sequenzen und den als 
Oligonukleotid I und Oligonukleotid II bezeichneten Sequenzen 
sind vorzugsweise jeweils maximal 2 Nukleotide und besonders 
bevorzugt jeweils maximal 1 Nukleotid. 

in einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
vorliegenden Erf indung weist die DNA-Sequenz eine mindestens 
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8 0 % homologe, insbesondere eine mindestens 90 % homologe Nu- 
kleotidseguenz zu den Teilbereichen von 

(c) Nukleotid 995 - 1013 oder/und 

(d) Nukleotid 1078 - 1094 

der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz auf . 

Oligonukleotide, die aus den obigen Sequenzbereichen abgelei- 
tet sind, hybridisieren mit Saccharose - 1 somerasegenen aus den 
Organistnen Protaminobacter rubrum und Erwinia rhapontici. Be- 
sonders bevorzugt werden die folgenden Oligonukleotide , gege- 
benenfalls in Form von Gemischen, verwendet , wobei die in 
Klammern angegebenen Basen altemativ vorhanden sein konnen: 

Oligonukleotid III {19 nt) : 
AAAGATGGCG ( G , T ) CGAAAAGA 

Oligonukleotid IV (17 nt) : 
5 ' -TGGAATGCCTT (7,0 TTCTT- 3 ' 

Oligonukleotid III ist aus den Nukleotiden 995 - 1013 von SEQ 
ID NO. 1 abgeleitet und Oligonukleotid IV ist aus den Nukleo- 
tiden 1078 - 1094 von SEQ ID NO. 1 abgeleitet. Die Unter- 
schiede zwischen den homologen Teilbereichen der erfindungs- 
gemafcen DNA-Sequenzen und den als Oligonukleotid III und IV 
bezeichneten Seguenzen sind vorzugsweise jeweils maximal 2 
Nukleotide und besonders bevorzugt jeweils maximal 1 Nukleo- 
tid. 

Erf indungsgemaSe Nukleotidseguenzen sind insbesondere aus Mi- 
kroorganismen der Gattungen Protaminobacter, Erwinia, Serra- 
tia r Leuconostoc, Pseudomonas, Agrobacterium und Klebsiella 
erhaltlich. Spezifische Beispiele fur solche Mikroorganismen 
sind Protaminobacter rubrum (CBS 547,77), Erwinia rhapontici 
(NCPPB 1578) , Serratia plymuthica (ATCC 15928) , Serratia mar- 
cescens (NCIB 8285) , Leuconostoc mesenteroides NRRL B-521f 
(ATCC 10830a) , Pseudomonas mesoacidophila MX-45 (FERM 11808 
bzw. FERM BP 3619) Agrobacterium radiobacter MX-232 (FERM 
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12397 bzw. FERM BP 3620) , Klebsiella subspezies und Enter- 
obacter spezies . Die erf indungsgemaEen Nukleotidsequenzen 
konnen auf einfache Weise aus dem Genom der betreffenden 
Mikrooganistnen z.B. unter Verwendung von Oligonukleotiden aus 
einem Oder mehreren der konservierten Bereiche von SEQ ID NO. 
1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 11 und 
SEQ ID NO. 13 durch Amplif ikations- oder/und Hybridisierungs- 
Standardtechniken isoliert und charakterisiert werden. Vor- 
zugsweise werden die erf indungsgemafcen Nukleotidsequenzen 
durch eine PCR-Amplif ikation der genomischen DNA des betref- 
fenden Organismus unter Verwendung der Oligonucleotide I und 
II gewonnen. Auf diese Weise erhalt man ein Teilf ragment des 
betreffenden Saccharose- 1 somerasegens, das anschlieSend als 
Hybridisierungssonde zur Isolierung des kompletten Gens aus 
einer Genbank des betreffenden Mikroorganismus verwendet 
werden kann. Alternativ konnen die Nukleotidsequenzen durch 
Herstellung einer Genbank aus dem jeweiligen Organismus und 
direkte Musterung dieser Genbank mit den Oligonukleotiden I, 
— I-I7 — I-I-I- -oder/und -IV -gewonnen— werden _ _ 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Vektor, der mindestens eine Kopie einer erf indungsgemafien DNA- 
Sequenz enthalt. Dieser Vektor kann ein beliebiger prokaryon- 
tischer oder eukaryontischer Vektor sein, auf dem die erfin- 
dungsgemafie DNA-Sequenz sich vorzugsweise unter Kontrolle ei- 
nes Expressionssignals (Promotor, Operator, Enhancer etc.) 
befindet. Beispiele fur prokaryontische Vektoren sind chromo- 
somale Vektoren wie etwa Bacteriophagen (z.B. Bacteriophage X) 
und extrachromosomale Vektoren wie etwa Plasmide, wobei zirku- 
lare Plasmidvektoren besonders bevorzugt sind. Geeignete pro- 
karyontische Vektoren sind z.B. bei Sambrook et al . , supra, 
Kapitel 1-4 beschrieben. 

Ein besonders bevorzugtes Beispiel eines erf indungsgemaSen 
Vektors ist das Plasmid pHWS 88, welches ein Saccharose -Isome 
rase-Gen von Protaminobacter rubrum unter Kontrolle des regu- 
lierbaren tac-Promotors tragt . Das Plasmid pHWS 88 wurde am 
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16. Dezember 1993 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorga- 
nismen und Zellkulturen (DSM) , Nascheroder Weg lb, 38124 
Braunschweig, Bundesrepublik Deutschland unter der Hinter- 
legungsnummer DSM 8 824 gemaS den Vorschriften des Budapester 
Vertrages hinterlegt . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung ist der erf indungsgemafie Vektor ein Plasmid, das in 
der Wirtszelle mit einer Kopienzahl von weniger als 10 , beson- 
ders bevorzugt mit einer Kopienzahl von 1 bis 2 Kopien pro 
Wirtszelle vorliegt. Beispiele solcher Vektoren sind einer- 
seits chromosomale Vektoren, wie etwa Bacteriophage X oder 
F-Plasmide. Die Herstellung von F-Plasmiden, die das Saccharo- 
se- Isomerasegen enthalten, kann beispielsweise durch Transfor- 
mation eines F-Plasmid-haltigen E . coli-Stamms mit einem, das 
Saccharose - I somerasegen enthaltenden Transposon und anschlies- 
sende Selektion auf rekombinante Zellen erfolgen, in denen das 
Transposon in das F-Plasmid integriert hat. Ein Beispiel fur 
ein derartiges rekombinantes Transposon ist das Plasmid pHWS 
118, welches das Transposon Tn 1721 Tet enthalt und durch Klo- 
nierung eines das Saccharose - I somer ase -Gen enthaltenden DNA- 
Fragments aus dem oben beschriebenen Plasmid pHWS 88 in das 
Transposon pJOE 105 (DSM 8825) hergestellt wurde. 

Andererseits kann der erf indungsgemaSe Vektor auch ein eukary- 
ontischer Vektor sein, z.B. ein Hefevektor (z.B. Yip, YEp 
etc.) oder ein fur hohere Zellen geeigneter Vektor (z.B. ein 
Plasmidvektor, viraler Vektor, Pf lanzenvektor) sein. Derartige 
Vektoren sind dem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiolo- 
gie gelaufig, so daE hier nicht naher darauf eingegangen wer- 
den muS. Insbesondere wird in diesem Zusammenhang auf Sambrook 
et al . , supra, Kapitel 16 verwiesen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Zelle, die mit einer erf indungsgemafcen DNA-Sequenz oder einem 
erf indungsgemaEen Vektor transf ormiert ist. In einer Ausf uh- 
rungsf orm ist diese Zelle eine prokaryontische Zelle, vorzugs- 
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weise eine gram-negative prokaryontische Zelle, besonders be- 
vorzugt eine Enterobakterienzelle . Dabei kann einerseits eme 
Zelle verwendet werden, die kein eigenes Saccharose- Isomerase- 
gen enthait, wie z.B. E.coli. andererseits konnen aber auch 
Zellen verwendet werden, die bereits ein seiches Gen au£ ihrem 
Chromosom enthalten, z.B. die oben als Quelle fur Saccharose- 
Isomerasegene genannten Mikroorganismen . Bevorzugte Beispiele 
fur geeignete prokaryontische Zellen sind E.coli-, Protanuno- 
bacter rubrum- oder Erwinia rhapontici - Zellen . Die Transforma- 
tion prokaryontischer Zellen mit exogenen Nukleinsauresequen- 
zen ist einem Fachmann auf dem Gebiet der Molekularbiologie 
gelaufig (vgl . z.B. Satnbrook et al . , supra, Kapitel 1-4). 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
kann die erf indungsgemafce Zelle jedoch auch eine eukaryont!- 
sche Zelle sein, wie etwa eine Pilzzelle (z.B. Hefe) , eine 
tierische oder eine pflanzliche Zelle. Verfahren zur Transfor- 
mation bzw. Transition eukaryontischer Zellen mit exogenen 
-NukTei-nsauresegu^^^^ 



Molekularbiologie ebenfalls gelaufig und brauchen hxer mcht 
naher erlautert zu werden (vgl. z.B. Satnbrook et al., Kapitel 



16) 



Die Erfindung betrifft auch ein Protein mit einer Saccharose- 
Isotnerase-Aktivitat wie oben definiert, das von einer erfin- 
dungsgemaSen DNA-Sequenz codiert ist. Vorzugsweise umfafit dxe- 

ses Protein 

(a) eine der in SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ 
ID NO. 10, SEQ ID NO. 12 oder SEQ ID NO. 14 gezeigten 
Aminosauresequenzen gegebenenf alls ohne den Signalpep- 

tid-bereich oder 

(b) eine zu den Sequenzen aus (a) mindestens 80 % homologe 
Aminosauresequenz . 

Die in SEQ ID NO. 4 gezeigte Aminosauresequenz umfafct die 
vollstandige Saccharose- Isomerase aus Protaminobacter rubrum. 
Das Signalpeptid reicht von Aminosaure 1-33. Das reife 
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Protein beginnt mit Aminosaure 34. Die in SEQ ID NO. 5 ge- 
zeigte Aminosauresequenz umfafit den N-terminalen Abschnitt der 
Saccharose- I somerase aus Erwinia rhapontici. Das Signalpeptid 
reicht von Aminosaure 1-36. Das reife Protein beginnt mit 
Aminosaure 37. Die in SEQ ID NO. 6 gezeigte Aminosauresequenz 
umfaSt einen Abschnitt der Saccharose- I somerase aus dem Mi- 
kroorganismus SZ 62. In Fig. 1 ist ein Vergleich der Amino- 
sauresequenzen der Isomerasen aus P. rubrum, E. rhapontici und 
SZ 62 gezeigt. 

Die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 10 umfaSt eine Variante der 
Isomerase aus P. rubrum. Die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 12 
umfaSt die vollstandige Isomerase aus SZ 62. Dieses Enzym hat 
eine hohe Aktivitat bei 37°C und produziert nur einen sehr 
geringen Anteil an Monosaccharides Die Aminosauresequenz SEQ 
ID NO. 14 umfafit einen GroEteil der Isomerase aus MX-45. 
Dieses Enzym produziert ca. 85% Trehalulose und 13% Palatino- 
se . 

Besonders bevorzugt weist das erf indungsgemaEe Protein eine 
mindestens 90 % homologe Aminosauresequenz zu konservierten 
Teilbereichen aus den in SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 , SEQ ID NO. 
6, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 12 oder SEQ ID NO. 14 gezeigten 
Aminosauresequenzen auf , insbesondere in Teilbereichen von 



(a) 


Aminosaure 


51 - 


- 149, 


(b) 


Aminosaure 


168 - 


- 181, 


(c) 


Aminosaure 


199 - 


- 250, 


(d) 


Aminosaure 


351 ■ 


- 3 87 oder/und 


(e) 


Aminosaure 


390 - 


- 420 



der in SEQ ID NO. 4 gezeigten Aminosauresequenz auf. 

Mittels der oben genannten DNA-Sequenzen, Vektoren, transfor- 
mierten Zellen und Proteinen ist die Bereitstellung einer Sac- 
charose- Isomerase-Aktivitat ohne storende enzymatische Neben- 
aktivitaten auf einfache Weise moglich. 
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Hierzu kann einerseits die Saccharose- I somerase durch rekom- 
binante DNA-Technologie als Bestandteil eines Extrakts aus dem 
Wirtsorganismus oder in isolierter und gereinigter Form (z.B. 
durch Expression in E.coli) erhalten werden. Dieses vorzugs- 
weise gereinigte und isolierte Saccharose - Isomerase-Enzym kann 
z.B. in immobilisierter Form zur technischen Herstellung von 
akariogenen Zuckern wie etwa Trehalulose oder/und Palatinose 
durch Umsetzung von Saccharose in einem Enzymreaktor verwendet 
werden. Die Immobilisierung von Enzymen ist einem Fachmann 
gelaufig und mu_ an dieser Stelle nicht ausfuhrlich beschrie- 
ben werden. 

Andererseits kann die Herstellung von akariogenen Zuckern aus 
Saccharose auch in einem vollstandigen Mikroorganismus , vor- 
zugsweise in immobilisierter Form, erfolgen. Durch Klonierung 
des oben genannten Saccharose- I somerasegens in einen Organis- 
mus ohne bzw. mit reduziertem Palatinose- oder/und Trehalulo- 
sestof fwechsel (d.h. in einem Organismus , der nicht in der 
-Lage-is-fe-,- ■d-i-e-oben-g.enannt.en_Zuc.ke.r_s.ig ni f ikant abzu bauen) 



kann ein neuer Organismus erzeugt werden, der durch Einfuhrung 
exogener DNA zur Herstellung von akariogenen Disacchariden 
ohne nennenswerte Bildung von Monosacchariden in der Lage ist. 
Zur Einfuhrung des Saccharose- I somerasegens eignet sich somit 
einerseits ein Organismus, der Palatinose oder/und Trehalulose 
nicht verwerten kann (z.B. E.coli, Bacillus, Hefe) und ande- 
rerseits ein Organismus, der grundsatzlich zur Verwertung von 
Palatinose oder/und Trehalulose in der Lage ware, aber durch 
ungezielte oder gezielte Mutation einen reduzierten Palatino- 
se- oder/und Trehalulosestof fwechsel aufweist. 

Der Begriff "reduzierter Palatinose- oder/und Trehalulose- 
stof fwechsel" bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfindung, 
da_ eine ganze Zelle des betreffenden Organismus bei der Ver- 
wertung von Saccharose als C-Quelle akariogene Disaccharide 
erzeugt und diese aber nur in geringem Umfang metabolisch ver- 
werten kann, z.B. indem sie zu Monosacchariden abgebaut wer- 
den. Vorzugsweise erzeugt der Organismus weniger als 2,5 %, 
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besonders bevorzugt weniger als 2 %, am meisten bevorzugt we- 
niger als 1 % Glucose plus Fructose auf Basis der Summe von 
akariogenen Disacchariden und Monosaccharidabbauprodukten bei 
einer Temperatur von 15 - 65°C, insbesondere von 25 - 55 °C. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit 
eine Zelle, die mindestens eine fur ein Protein mit einer Sac- 
charose- Isomerase-Aktivitat codierende DNA-Sequenz enthalt und 
einen wie oben definierten reduzierten Palatinose- oder/und 
Trehalulosestof fwechsel aufweist. Eine derartige Zelle erzeugt 
hohere Anteile der nicht-kariogenen Disaccharide Trehalulose 
oder/und Palatinose und verringerte Mengen an den storenden 
Nebenprodukten Glucose bzw. Fructose. 

In einer Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung kann die 
Reduzierung des Palatinose- oder/und Trehalulosestof fwechsels 
durch teilweise oder vollstandige Hemmung der Expression von 
Invertase- oder/und Palat inasegenen erfolgen, die fur den in- 
trazellularen Abbau von Palatinose oder/und Trehalulose ver- 
antwortlich sind. Diese Hemmung der Genexpression kann bei- 
spielsweise durch zielgerichtete Mutagenese oder/und Deletion 
der betreffenen Gene erfolgen. Eine zielgerichtete Mutation 
des in SEQ ID NO. 7 gezeigten Palatinasegens oder des in SEQ 
ID NO. 15 gezeigten Palatinose-Hydrolase-Gens kann beispiels- 
weise durch Einfuhrung eines zur homologen chromosomal en Re- 
kombination geeigneten Vektors, der ein mutiertes Palatinase- 
gen tragt, und Selektion von Organismen erfolgen, in denen 
eine derartige Rekombination stattgef unden hat. Das Prinzip 
der Selektion durch genet ische Rekombination wird bei E.L. 
Winnacker, Gene und Klone, Eine Einfuhrung in die Gentechnolo- 
gie (1985), VCH-Verlagsgesellschaf t Weinheim, BRD, S. 320 ff. 
erlautert . 

Weiterhin konnen erfindungsgemaSe Organismen mit reduziertem 
Palatinose- oder/und Trehalulosestof fwechsel auch durch unspe- 
zif ische Mutagenese aus geeigneten Ausgangsorganismen und Se- 
lektion der Palat inase-Def ektmutanten erhalten werden. Ein 
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Beispiel fur eine derartige Palatinase-Defektmutante ist der 
Protaminobacter rubrum-Stamm SZZ 13, der am 29. Marz 1994 bei 
der Deutschen Samtnlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
(DSM) , Mascheroder Weg lb, 38124 Braunschweig, Bundesrepublik 
Deutschland, unter der Hinterlegungsnuramer DSM 9121 gemaS den 
Vorschriften des Budapester Vertrags hinterlegt wurde. Dieser 
Mikroorganismus wurde durch unspezif ische Mutagfenese von P. 
rubrum-Wildtypzellen mit N-Methyl-N' -nitro-N-nitrosoguanidin 
hergestellt und zeichnet sich dadurch aus, da£ er die nicht - 
kariogenen Zucker Trehalulose und Palatinose nicht mehr in 
Glucose und Fructose spalten kann. Die Selektion solcher Mu- 
tanten kann z.B. durch Verwendung von MacConkey-Palatinase- 
Medien oder Minimalsalztnedien mit Palatinose oder Glucose als 
einziger C-Quelle erfolgen. Die Mutanten, die auf MacConkey- 
Palatinose-Medium (MacConkey-Agar-Base von Difco Laboratories, 
Detroit, Michigan, USA (40 g/1) und 20 g/1 Palatinose) weiE 
sind oder auf Minimalsalzmedien mit Glucose als einziger C- 
Quelle, aber nicht auf entsprechenden Medien mit Palatinose 

-a-l-s-e inz iger-e- Que 1-1-e-wa c-hsen-, -wer den- al s_Eal at ina s.ejiDe fekt 

Mutanten identif iziert . 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
isolierung von Nukleinsauresequenzen, die fur ein Protein mit 
einer Saccharose- Isomerase-Aktivitat codieren, wobei man eine 
Genbank aus einera Spenderorganismus , der eine fur ein Protean 
mit einer Saccharose- Isomerase-Aktivitat codierende DNA-Se- 
quenz enthalt, in einem geeigneten Wirtsorganismus anlegt, die 
Klone der Genbank untersucht und die Klone isoliert, die eine 
fur ein Protein mit Saccharose -Isomerase-Aktivitat codierende 
Nukleinsaure enthalten. Die auf diese Weise isolierten, fur 
Saccharose- I somerase codierenden Nukleinsauren konnen wiederum 
zur Einfuhrung in Zellen wie oben beschrieben verwendet wer- 
den, um neue Produzentenorganismen von akariogenen Zuckern 
bereitzustellen. 

Bei diesem Verfahren wahlt man als Wirtsorganismus vorzugs- 
weise einen Organismus, der.keine eigenen f unkt ionellen Gene 



BNSDOCIO. <WO 9520047A2_L> 



ERSAT7BLATT (RK1EL 2f>) 



WO 95/20047 



PCT/EP95/00165 



- 14 - 

fur den Palatinosestof f wechsel , insbesondere keine f unktionel- 
len Palatinase- oder/und Invertasegene besitzt. Ein bevorzug- 
tier Wirtsorganismus ist E.coli. Zur Erleichterung der Charak- 
terisierung von Pal a t inos e - produ z ier enden Klonen konnen bei 
der Untersuchung der Klone der Genbank Saccharose -spaltende 
Klone und die darin enthaltenen, vom Spenderorganismus stam- 
menden DNA-Sequenzen isoliert und in einem Galactose nicht 
verwertenden E . coli-Stamm transf ormiert werden, der als Scree- 
ningstamm fur die Klone der Genbank eingesetzt wird. 

Andererseits kann die Untersuchung der Klone der Genbank auf 
DNA-Sequenzen, die fur ein Protein mit einer Saccharose- Isome- 
rase-Aktivitat codieren, auch unter Verwendung von Nukleinsau- 
resonden erfolgen, die aus den Sequenzen SEQ ID NO. 1 # SEQ ID 
NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 11 bzw. SEQ ID 
NO. 13 abgeleitet sind, die fur die Saccharose- Isomerase -Gene 
aus Protaminobacter rubrum, Erwinia rhapontici und dem Isolat 
SZ 62 codieren. Besonders bevorzugt verwendet man als Sonden 
ein durch PCR-Reaktion mit den Oligonukleotiden I und II als 
Primer gewonnenes DNA- Fragment bzw. die Oligonukleotide III 
oder/und IV. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung von nicht -kariogenen Zuckern, ins- 
besondere Trehalulose oder/und Palatinose, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daS man zur Produktion der Zucker 

(a) ein Protein mit Saccharose- Isomerase-Aktivitat in iso- 
lierter Form, 

(b) einem Organismus, der mit einer DNA- Sequenz , die fur Pro- 
tein mit Saccharose- Isomerase-Aktivitat codiert, oder 
einem, mindestens eine Kopie dieser DNA-Sequenz enthal- 
tenden Vektor transf ormiert ist, 

(c) einen Organismus, der mindestens eine fur ein Protein mit 
einer Saccharose-Isomerase-Aktivitat codierende DNA-Se- 
quenz enthalt und einen reduzierten Palatinose- oder/und 
Trehalulosestoff wechsel auf weist , oder/und 
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(d) einen Extrakt aus einer derartigen Zelle bzw. einem der- 
artigen Organismus verwendet . 

Die Durchfuhrung des Verfahrens erfolgt ira allgemeinen da- 
durch, da£ man das Protein, den Organismus bzw. den Extrakt in 
einem geeigneten Medium mit Saccharose unter solchen Bedingun- 
gen in Kontakt bringt, bei denen die Saccharose durch die Sac- 
charose- Isomerase mindestens teilweise in akariogene Disaccha- 
ride umgewandelt wird. AnschlieSend werden die akariogenen 
Disaccharide aus dem Medium oder dem Organismus gewonnen und 
auf bekannte Weise auf gereinigt . 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form dieses Verfahrens wird 
der Organismus, das Protein oder der Extrakt in immobilisier- 
ter Form verwendet. Die Immobilisierung von Proteinen (in rei- 
ner Form oder in Extrakten) erfolgt vorzugsweise uber Kopplung 
von reaktiven Seitengruppen (z.B. NK 2 -Gruppen) an einen geeig- 
neten Trager. Die Immobilisierung von Zellen erfolgt z.B. in 
einer Natriumalginat/Calciumchlorid-Losung. Ein iiberblick uber 
geeignete Methoden zur Immobilisierung von Zellen und Protei- 
nen wird z.B. bei I. Chibata (Immobilized Enzymes, John Wiley 
and Sons, New York, London, 1978) gegeben. 

Bei Verwendung einer mit der Saccharose - Isomerase -Gen trans- 
formierten Zelle kann die Produktionsrate von akariogenen Zuk- 
kern gegenuber bekannten Organismen durch Erhohung der Anzahl 
von Genkopien in der Zelle oder /und durch Erhohung der Expres- 
sionsrate bei einer Kombination mit starken Promotoren steig- 
ern. Weiterhin kann durch Transformation einer Zelle , die 
nicht oder nur in beschranktem AusmaS zur Verwertung von aka- 
riogenen Zuckern in der Lage ist, mit dem Saccharose- Isomera- 
se-Gen eine transf ormierte Zelle erzeugt werden, mit deren 
Hilfe akariogene Zucker, insbesondere Palatinose oder/und Tre- 
halulose, ohne oder mit weniger Nebenprodukten gewonnen werden 
konnen. 
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Bei Verwendung eines Mikroorganismus mit reduziertem Palatino- 
se- oder/und Trehalulosestof f wechsel , der bereits ein funktio- 
nelles Saccharose - I somerase -Gen enthalt, ist die Transformat- 
ion mit einem exogenen Saccharose- I somerase -Gen nicht essen- 
tiell, kann aber zur Ausbeuteverbesserung durchgefuhrt werden. 

SchlieSlich betrifft die vorliegende Erfindung noch eine DNA- 
Sequenz, die fur ein Protein mit Palatinase- bzw. Palatinose - 
Hydrolase-Aktivitat codiert und 

(a) eine der in SEQ ID NO. 7 oder SEQ ID NO. 15 gezeigten 
Nukleotidseguenzen, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechende Nukleotidsequenz oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) hybridisie- 
rende Nukleotidsequenz umf aSt . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Vektor, der min- 
destens eine Kopie der oben genannten DNA- Sequenzen enthalt 
und eine Zelle, die mit einer DNA- Sequenz oder einem Vektor, 
wie oben genannt, transf ormiert ist. Ebenfalls von der Erfin- 
dung umfaSt wird ein Protein mit Palatinase-Aktivitat . das von 
einer DNA-Sequenz, wie oben angegeben, codiert ist und das 
vorzugsweise eine der in SEQ ID NO. 8 oder SEQ ID NO. 16 
gezeigten Aminosauresequenzen aufweist. 

Die in SEQ ID NO. 8 gezeigte Palatinase aus P. rubrum unter- 
scheidet sich von bekannten Saccharose-spaltenden Enzytnen 
dadurch, daS sie die von bekannten Enzytnen nicht gespaltenen 
Saccharose - I somere, insbesondere Palatinose, spaltet. 

Die in SEQ ID NO. 16 gezeigte Aminosequenz umfaSt eine Palati- 
nose-Hydrolase aus MX-45, die Palatinose unter Bildung von 
Fructose und Glucose spaltet. Das fur dieses Enzym codierende 
Gen ist in SEQ ID NO. 15 dargestellt und ist im Genom von MX- 
45 5'-seitig des in SEQ ID NO. 13 gezeigten Isomerasegens 
lokalisiert. 
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Weiterhin wird die Erfindung durch folgende Sequenzprotokolle 
und Figuren beschrieben : 

SEQ ID NO.l zeigt die Nukleotidsequenz des fur die Sac- 
charose - I somerase aus Protaminobacter rubrum codierenden Gens. 
Die fur das Signalpeptid codierende Sequenz endet bei Nukleo- 
tid Nr. 99. 

SEQ ID NO. 2 zeigt den N-terminalen Abschnitt der Nukleo- 
tidsequenz des fur die Saccharose - Isomerase von Erwinia rha- 
pontici codierenden Gens. Die fur das Signalpeptid codierende 
Sequenz endet bei dem Nukleotid mit der Nr. 108. 

SEQ ID NO. 3 zeigt einen Abschnitt der Nukleotidsequenz 
des fur die Saccharose- Isomerase aus dem Isolat SZ 62 codie- 
renden Gens . 

SEQ ID NO. 4 zeigt die Aminosauresequenz der Saccharose- 
Isomerase aus Protaminobacter rubrum . 



SEQ ID NO. 5 zeigt den N-terminalen Abschnitt der Amino- 
sauresequenz der Saccharose- Isomerase aus Erwinia rhapontici. 

SEQ ID NO. 6 zeigt einen Abschnitt der Aminosauresequenz 
der Saccharose - I somerase aus dem Isolat SZ 62. 

SEQ ID NO. 7 zeigt die Nukleotidsequenz fur das Palatina- 
segen aus Protaminobacter rubrum. 

SEQ ID NO. 8 zeigt die Aminosauresequenz der Palatinase 
aus Protaminobacter rubrum. 

SEQ ID NO. 9 zeigt die Nucleotidsequenz einer Variante des 
Saccharose - I somer asegens aus P. rubrum. 

SEQ ID NO. 10 zeigt die korrespondierende Aminosaurese- 
quenz . 
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SEQ ID NO. 11 zeigt die vollstandige Nucleotidsequenz des 
Saccharose- Isomerasegens aus SZ 62 . 

SEQ ID NO, 12 zeigt die korrespondierende Aminosaurese- 
quenz . 

SEQ ID NO. 13 zeigt den GroSteil des Saccharose- Isomera- 
segens aus Pseudomonas mesoacidophila (MX-45) . 

SEQ ID NO. 14 zeigt die korrespondierende Aminosaurese- 
quenz . 

SEQ ID NO. 15 zeigt das Palatinose-Hydrolase-Gen aus 
Pseudomonas mesoacidophila (MX-45) . 

SEQ ID NO. 16 zeigt die korrespondierende Aminosaurese- 
quenz . 

Fig. 1 zeigt einen Vergleich der Aminosauresequenzen zwi- 
schen den Saccharose -Isomerasen aus Protaminobacter rubrum, 
Erwinia rhapontici und dem Isolat SZ 62, 

Fig. 2 das Klonierungsschema zur Herstellung des rekom- 
binanten Plasmids pHWS 118, das das Saccharose - I somerase -Gen 
auf dem Transposon Tn 1721 enthalt, 

Fig. 3 das Schema zur Herstellung von E . coli-Transkonju- 
ganten, die das Saccharose- 1 somerase -Gen auf einem F-Plasmid 
enthalten und 

Fig. 4 zeigt einen Vergleich zwischen den von P. rubrutn- 
Wildtypzellen und Zellen der P. rubrum Mutante SZZ 13 erzeug- 
ten Sacchariden . 

Die folgenden Beispiele dienen zur Veranschaulichung der vor- 
liegenden Erfindung. 



1NSDOCID: <WO 9520047A2J_> 



ERSAI7B! ATT fRHSFI ?RV- 



WO 95/20047 



PCT7EP95/00165 



- 19 - 

BEI5PIEL 1 

Isolierung des Saccharose- Isomerase-Gens aus Protaminobacter 
rub rum 

Gesamt-DNA aus dem Organismus Protaminobacter rubrum (CBS 574, 
77) wurde partiell mit Sau3A I verdaut. Aus dem resultierenden 
Fragmentgemisch wurden Fragment scharen der GroEe von ca. 10 
kBp durch Elution nach gelelektrophoret ischer Auftrennung ge- 
wonnen und in ein mit BamHI geoffnetes Derivat des Lambda 
EMBL4-Vekt or -Deri vats X RESII (J. Altenbuchner , Gene 123 
(1993), 63-68) ligiert. Durch Transfektion von E.coli und Urn- 
wandlung der Phagen in Plasmide gemaE obigem Zitat wurde eine 
Genbank hergestellt. Ein Screening der Kanamycin-resistenten 
Kolonien dieser Genbank erfolgte mit dem aus der Seguenz des 
N-Terminus der reifen Isomerase abgeleiteten radioaktiv mar- 
kierten Oligonukleotids S214 durch Hybridisierung : 

S214 : 5 ' -ATCCCGAAGTGGTGGAAGGAGGC- 3 * 

T A A A A 

AnschlieSend erfolgte eine Isolierung der Plasmid-DNA aus den 
posit iv reagierenden Kolonien nach entsprechender Kultivie- 
rung. Aus einem auf diese Weise erhaltenen Plasmid pKAT 01 
wurde nach Erstellung einer Restriktionskarte geeignete Sub- 
fragmente sequenziert und somit die komplette, in SEQ ID NO. 1 
gezeigte Nukleotidseguenz der fur die Isomerase codierenden 
DNA erhalten. Die davon abgeleitete Aminosaureseguenz ent- 
spricht vollstandig der durch Sequenzierung (Edmann-Abbau) 
gewonnenen Peptidsequenz der reifen Isomerase. Im nicht-codie- 
renden 3'-Bereich dieses Isomerasegens befindet sich eine 
Schnittstelle fur Sad, im nicht- codierenden 5 # -Bereich eine 
Schnittstelle fur Hindlll. Dies ermoglicht die Subklonierung 
des intakten Isomerasegens in den Vektor pUCBM 21 (Derivat des 
Vektors pUC 12, Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Deutsch- 
land) , der zuvor mit den genannten Enzymen vorgespalten worden 
war. Das result ierende Plasmid erhielt die Bezeichnung pHWS 
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34.2 und verleiht den es tragenden E . coli-Zellen die Fahigkeit 
zur Synthese von Saccharose- Isomerase . 

Eine Variante des Saccharose -Isomerasegens aus P. rubrum 
besitzt die in SEQ ID NO . 9 gezeigte Nucleotidsequenz . 

REISPIEL 2 

Klonierung und Expression der Saccharose- Isomerase aus P. ru- 
brum in E . col i 

1. Herstellung des Plasmids pHWS8 8 

Aus dem Plasmid pHWS 34.2 wurde durch Verwendung eines Oligo- 
nukleotids S434 mit der Sequenz 5 ' -CGGAATTCTTATGCCCCGTCAAGGA- 
3' der nicht-codierende 5 ' -Bereich des Saccharose- Isomerase- 
gens unter gleichzeitiger Einfiigung einer EcoRI-Schnittstelle 
(GAATTC) entfernt. Das so entstehende Derivat des Isomerase- 
gens wurde mit BstE II behandelt, das iiberhangende BstE II- 
Ende mit Sl-Nuklease abgedaut und anschiiefcend mit EcoRI nach- 
verdaut. Das auf diese Weise behandelte Isomerasegen wurde in 
den mit EcoRI und Smal vorbehandelten Vektor pBTacI (Boehrin- 
ger Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland) kloniert . Der resul- 
tierende Vektor pHWS 88 (DSM 8824) enthalt das modifizierte 
isomerasegen mit einer vorangestellten EcoRI -Restriktions- 
stelle vor dem ATG-Startkodon und den 3 '-Bereich des Isomera- 
segens bis zur Sl-verkurzten BstE II-Schnittstelle . Dieser 
Vektor verleiht unter Induktion mit IPTG den dieses Plasmid 
tragenden Zellen die Fahigkeit zur Isomeraseproduktion sowie 
die Resistenz gegen Ampicillin (50 bis 100 fig/ml) . Vorzugs- 
weise werden zur Erzeugung von Isomerase E.coli-Wirtszellen 
verwendet, die den lac-Repressor uberproduzieren. 

2. Herstellung des Plasmids pHWS118 : :Tnl721Tet 

Die Genkasette fur die Saccharose -Mutase wurde in ein Trans- 
poson eingebaut. 
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Dies geschah durch Einklonierung eines SphI /Hindi II -DNA- Frag- 
ments aus dem Plasmid pHWS88, welches das Saccharose-Mutase- 
Gen unter Kontrolle des tac-Promotors tragt , in das Plasmid 
pJOElOB, auf dem sich das Transposon Tn 1721 befindet. Das 
Plasmid pJOElOB wurde am 16. Dezember 1993 bei DSM unter der 
Hinterlegungsnummer DSM 8825 gemaE den Vorschriften des Buda- 
pester Vertrages hinterlegt. Das resultierende Plasmid 
pHWSUB, auf dem sich das Saccharose-Mutasegen unter Kontrolle 
des regulierbaren tac-Promotors befindet, wurde verwendet , urn 
einen F' -Plasmidhaltigen E.coli-Stamrn zu transf ormieren. Fig. 
2 zeigt das Klonierungsschema zur Herstellung von pHWS 118 aus 
pHWS88 und pJOE 105. 

Die Herstellung von E.coli Transkonjuganten, die das Saccharo- 
se-Mutasegen enthalten, erfolgte nach dem in Fig. 3 beschrie- 
benen Schema. Hierzu wurde als erstes der F'-tragende E.coli- 
Stamm CSH36 (J.H. Miller, Experiments in Molecular Genetics, 
Cold Spring Harbor Laboratory (1972), S. 18), der den durch 
das F' -Plasmid vermittelten Phanotyp Lac+ tragt, mit dem Nali- 
dixinsaure-resistenten E.coli-Stamm JM108 (Sambrook et al . , 
supra, S. A9-A13) gekreuzt . Durch Selektion auf Minimalmedium, 
dem Laktose, Prolin und Nalidixinsaure zugesetzt wurde, wurde 
ein F ; -Lac-tragender Transkonjugant erhalten. Dieser wurde 
zusatzlich mit dem Iq-Plasmid FDX500 (Brinkmann et al . , Gene 
85 (1989), 109-114) transf ormiert , urn eine Kontrolle des Sac- 
charose-Mutase-Gens durch den tac-Promotor zu ermoglichen. 

Der so vorbereitete Transkonjugant wurde mit dem Saccharose- 
Mutase-Gen tragenden Transposonplasmid pHWS118 transf ormiert . 
Zur Selektion von Transkonjuganten wurde in den Streptomycin- 
resistenten E. coli-Stamm HB101 (Boyer und Roulland-Dussoix, 
J.Mol.Biol 41 (1969), 459-472) gekreuzt. Der Transfer der 
durch das Transposon vermittelten Tetracyclin-Resistenz war 
nur moglich nach Transposition des modif izierten Tnl721Tet von 
dem nicht konjugierbaren und nicht mobilisierbaren Plasmid 
pHWS118 auf das konjugierbare F' -Plasmid . Die Ubertragung des 
F'-Plasmids mit dem modif izierten Transposon in HB101 wurde 
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auf LB-Platten mit Streptomycin und Tetracyclic selektioniert 
und auf Ampicillin- und Nalidixinsaure-Platten nachgetestet . 

3. Expression der Saccharose-Isomerase in E.coli 

Untersuchungen zur Enzymproduktion solcher F' -Plasmid-tragen- 
den E.coli-Zellen zeigteii, daS Saccharose-Mutase-Protein pro- 
duziert werden konnte. F' -Plasmid-haltige HBIOI-Zellen, die 
kein zusatzliches Lac-Repressor-Plastnid trugen (z.B. Kl/l oder 
Kl/10) , produzierten saccharose -Mutase -Protein mit und ohne 
den Induktor isopropyl-S-D-thiogalactosid (IPTG) in gleichen 
Mengen. Die Produktivitaten von drei Transkonjuganten Kl/l, 
Kl/10 und Kl/4 sind in der folgenden Tabelle 1 wiedergegeben . 

Tabelle 1 

Saccharose Mutase Aktivitat 

in E.coli HB101 (F' : : Tnl721 [Mutase] ) 

Stamm U/mg Mutase U/mg Mutase 

nach 4 nach 4 

Stunden Stunden 

ohne Induktion 

Induktion mit 50 m IPTG 



Kl/l 1,0 1.2 

Kl/10 0,9 I'l 

Kl/4 0 1.6 

wahrend der Produktion an Saccharose-Mutase-Protein konnte ein 
normales Wachstum der E.coli-Zellen beobachtet werden. 

Erfolgte das Einbringen des Saccharose -Mutase -Gens in das 
F'-Plasmid in Gegenwart des Repressor- codierenden Plasmids 
PFDX500 (vgl. Transkonjugante Kl/4), so wurde die Enzymproduk- 
tion durch den Induktor IPTG kontrollierbar . Wahrend ohne IPTG 
keine enzytnatische Aktivitat gemessen wurde, konnte nach 4 
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Stunden Induktion eine Produktion des Saccharose-Mutase - Pro- 
teins von ca. 1,6 U/mg erhalten werden. 

Eine Wachstumsbeeintrachtigung der Zellen konnte nicht beob- 
achtet werden. Nach 4-stundiger Induktion erreichten die plas- 
midtragenden E. coli -Zellen eine Dichte von ca. 3 OD 600 . 

Es wurden bis zu 1,6 U/mg Saccharose-Mutase-Aktivitat in 
transf ormierten E.coli gemessen. Die Syntheseleistung ist mit 
der von P. rubrum vergleichbar . Die Analyse des produzierten 
Enzyms durch SDS-Gelelektrophorese gibt keinen Hinweis auf 
inaktive Proteinaggregate . Die Bande des Saccharose -Mutase- 
Proteins war mit Coomassie-Farbung nur schwach sichtbar und 
nur deutlich im Westernblot detektierbar . Die Starke der Pro- 
teinbande und gemessene enzymatische Aktivitat waren bei der 
Produktion der Saccharose-Mutase in E.coli korrelierbar . 

BEISPIEL 3 

Isolierung des Saccharose- Isomerase -Gens aus Erwinia rhapon- 
tici 

Es wurde auf gleiche Weise wie in Beispiel 1 beschrieben durch 
Restriktionsspaltung von Gesamt-DNA aus Erwinia rhapontici 
(NCPPB 1578) eine Genbank erzeugt. 

Unter Verwendung der Primergemische 5 ' -TGGTGGAAAGAAGCTGT-3 ' 
und G G 

5 ' -TCCCAGTTCAGGTCCGGCTG-3 ' wird durch eine PCR-Amplif ikation 
A 

ein DNA-Fragment erhalten, mit dessen Hilfe das Mutasegen ent- 
haltende Kolonien durch Hybridisierung identif iziert werden 
konnen . 

Auf diese Weise wurde ein positiver Klon pSST2023 gefunden, 
der ein 1305 Nukleotide langes Fragment des Erwinia- Isomer a- 
se-Gens enthalt. Die Nukleotidsequenz dieses Fragments ist in 
SEQ ID NO. 2 dargestellt. 
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Im Sequenzvergleich mit dem Protaminobacter-Gen ergibt sich 
fur den gesamten Genabschnitt unter Einbeziehung des Signal - 
peptidbereichs eine Identitat von 77,7 % und eine Ahnlichkeit 
von 78 %, auf Aminosaure-Ebene eine Identitat von 83,4 % bzw. 
eine Ahnlichkeit von 90,3 %. 

Die Sequenzunterschiede konzentrieren sich hauptsachlich auf 
den Signalpeptidbereich. Deshalb sollte zum Vergleich aus- 
schlieSlich der fur die eigentliche Mutase-Aktivitat verant- 
wortliche Enzym-codierende Bereich, qhne Signalpeptid, be- 
trachtet werden. Unter diesen Gesichtspunkten ergibt sich auf 
Nukleotid-Ebene eine Identitat bzw. Ahnlichkeit von 79 %. Der 
Aminosaure-Sequenzvergleich (Fig. 1) in diesem Abschnitt weist 
87,9 % identische Aminosauren auf. Von 398 Aminosauren (dies 
entspricht 71 % des gesamten Enzyms) der Erwinia-Mutase sind 
349 gleich wie bei Protaminobacter . Von 48 ausgetauschten Ami- 
nosauren weisen 25 eine starke Ahnlichkeit auf, so da£ sich 
insgesamt auf AS-Ebene eine Ahnlichkeit von 94 % ergibt. Die 
AS-Austausche konzentrieren sich hauptsachlich auf die Region 
zwischen Aminosaure 141 und 198. Vor diesem Bereich liegt eine 
Folge von 56 konservierten Aminosauren. Auch andere Abschnitte 
weisen eine besonders hohe Konservierung auf (vgl . Fig. 1). 

Diese Daten zeigen, daS fur den bisher klonierten und sequen- 
zierten Abschnitt insgesamt eine sehr starke Konservierung der 
beiden Mutasen aus Erwinia und Protaminobacter gegeben ist. 



Identitat des klonierten 



Mutase-Gens aus Erwinia 



Fur ein Rehybridisierungsexperiment mit genomischer 
Erwinia-DNA wurde als Sonde das ca. 500 bp grofie Sspl/EcoRI- 
Fragment aus pSST2023 ausgewahlt . Dieses Fragment wurde nach 
Digoxigenin-Markierung zur Hybrid! sierung mit Erwinia-DNA bex 
hoher Stringenz (6B°C)- eingesetzt. Mit SspI/EcoRI-geschmtte- 
ner Erwinia-Gesamt-DNA ergab sich ein eindeutiges Hybridisie- 
rungssignal in erwarteter Grofie von ca. 500 bp. Erwinia-DNA, 
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welche ausschlieElich mit Sspl geschnitten wurde, ergab ein 
Hybridisierungssignal von ca. 2 kb. 

Durch die erfolgreiche Rehybridisierung von pSST2023 mit ge- 
nomischer Erwinia-DNA konnte abgesichert werden, da£ der in 
pSST2023 klonierte Mutase-Bereich aus Erwinia rhapontici ent- 
stammt . - 

Klonierung des C-terminalen Teilf ragments der Erwinia -Mutase 

Das bisher klonierte N- terminale Teilfragment des Erwinia-Mu- 
tase-Gens besitzt eine GroSe von 1,3 kb und weist die in SEQ 
ID NO. 2 gezeigte Nukleotidseguenz auf . Da fur das gesamte Er- 
winia-Gen von einer nahezu identischen GroEe wie fur das be- 
kannte Protaminobacter -Gen (1,8 kb) ausgegangen werden kann, 
fehlt im C-terminalen Bereich des Erwinia-Gens ein ca. 500 
bp-Abschnitt . 

Fur die Klonierung des Erwinia -C- Terminus wurde das ca. 2 kb 
groSe Sspl-Fragment aus Erwinia -Gesamt-DNA ausgewahlt . Im Sou- 
thernBlot liefert dieses Fragment mit einer Digoxigenin-mar- 
kierten DNA-Sonde aus pSST2023 ein eindeutiges Signal. Dieses 
2 kb-SspI -Fragment uberschneidet sich mit dem in pSST2023 be- 
reits klonierten Bereich am 3 ' -Ende urn ca. 500 bp. Seine Gro&e 
sollte zur vollstandigen Klonierung des fehlenden Genabschnit- 
tes von ca. 500 bp ausreichend sein. Zur Identif ikation ge- 
suchter Klone eignet sich die Digoxigenin-markierte Fragment - 
Sonde SspI/EcoRI aus pSST2023. 

BEISPIEL 4 

Herstellung einer Protaminobacter Palatinase Def ektmutante 

Zellen von Protaminobacter rubrum (CBS 547, 77) wurden ent- 
sprechend der Methode von Adelberg et al. (Biochem. Biophys. 
Research Commun. 18 (1965), 788) modifiziert nach Miller, J., 
Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Labora- 
tory, 125-179 (1972)) mit N-Methyl-N' -nitro-N-nitrosoguanidin 
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mutagenisiert . Zur Selektion von Palatinase-Def ektmutanten 
wurden MacConkey-Palatinose-Medium (MacConkey-Agar-Base (Difco 
Laboratories, Detroid, Michigan, USA), 40 g/1 unter Zusatz von 
20 g/1 Palatinose, sterilf iltriert, 25 mg/1 Kanamycin) und 
Minimal sal zmedien (10,5 g K 2 HP0 4 , 4,5 g KH 2 P0 4 , 1 g <NH 4 ) 2 S0 4 , 
0,5 g Natriumcitrat ■ 2 H 2 0, 0,1 g MgSO,-7H a O, 1 mg Thiamin, 2 g 
Palatinose oder Glucose, 25 mg Kanamycin und 15 g Agar pro 
Liter, pH 7,2) verwendet . Mutanten von P. rubrum, die auf Mac- 
Conkey Palatinose-Medium weifi sind oder auf Minimalsalzmedium 
mit Glucose im Gegensatz zum gleichen Medium mit Palatinose 
wachsen, werden als Palatinase-Def ekt -Mutanten identif iziert . 
In Zellextrakten aus den Mutanten kann die Enzymaktivitat , 
Palatinose in Glucose und Fructose zu spalten (Palatinase-Ak- 
tivitat), im Gegensatz zum Wildtyp nicht nachgewiesen werden. 
Zuchtet man diese Zellen in Minimalsalzmedium mit 0,2 % Sac- 
charose als einziger C-Quelle an, so ist im Gegensatz zu den 
Wildtypzellen, bei denen Palatinose nur transient in der Zeit 
von 4 bis 11 Stunden nach Kulturbeginn nachgewiesen werden 
kann, eine dauerhafte Akkumulation der Palatinose (Isomaltulo- 
se) nachweisbar. Ubernachtkulturen in gleichem Medium enthal- 
ten im Falle der Wildtypzellen keine Palatinose, im Falle der 
auf diese Weise hergestellten Mutant e SZZ 13 (DSM 9121) jedoch 
> 0,08 % Palatinose (siehe Fig. 4). 

BEISPIEL 5 

Immobilisierung von Mikroorganismen- Zellen 

Von einer Abimpfung des entsprechenden Stammes werden Zellen 
mit 10 ml eines sterilen Nahrsubstrats , bestehend aus 8 kg 
Dicksaft aus einer Zuckerfabrik (Trockensubstanzgehalt = 65 
%), 2 kg Maisquellwasser, 0,1 kg (NH«) 2 HP0 4 und 89,9 kg de- 
stilliertes Wasser, pH 7,2, abgeschwemmt . Diese Suspension 
dient als Impfgut fur die Schuttelmaschinen-Vorkultur in 1 
1-Kolben mit 200 ml Nahrlosung der obigen Zusammensetzung . 
Nach einer 30-stundigen inkubationszeit bei 29»C werden mit 10 
Kolben (Gesamtinhalt 2 1) 18 1 Nahrlosung der obigen Zusammen- 
setzung in einem 30 1 Kleinf ermenter beimpft und bei 29»C un- 
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ter Zufuhr von 20 1 Luft pro Minute und einer Ruhrgeschwindig- 
keit von 350 Upm fermentiert. 

Nach Erreichen von Keimzahlen uber 5 x 10 9 Keimen pro ml ward 
die Fermentation abgestellt und die Zellen durch Zentrifuga- 
tion aus der Fermenterldsung abgeerntet . Die Zellen werden 
dann in eine 2 %ige Natriumalginatlosung suspendiert und durch 
Hineintropfen der Suspension in eine 2 %ige Calciumchloridlo- 
sung immobilisiert . Die entstandenen Immobilisatkugeln werden 
mit Wasser gewaschen und sind bei +4°C mehrere Wochen lagerfa- 
hig. 

Zellen der Palatinase-Def ektmutante SZZ 13 (DSM 9121) zeigen 
bessere katalytische Eigenschaf ten bezuglich ihrer Produktzu- 
sammensetzung als vergleichbare Zellen aus den bekannten Mi- 
kroorganismen Protaminobacter rubrum (CBS 547,77) und Erwinia 
rhapontici (NCPPB 1578) . 

Es wurden Ganzzellen und Rohextrakte von SZZ 13 sowie ein wie 
oben hergestelltes Immobilisat von SZZ 13 in Calciumalginat 
hinsichtlich seiner Produktzusammensetzung im Aktivitatstest 
bewertet. Vor dem eigentlichen Aktivitatstest wurde das Immo- 
bilisat in 0,1 mol/1 Kaliumphosphatpuf f er , pH 6,5 vorgequol- 
len. 

Die Aktivitatsmessungen bei 25°C ergaben, daE bei der Mutante 
SZZ 13 keine Fructose und Glucose gefunden wurden, wahrend bei 
P. rubrum- Wildtypzellen in Ganzzellen 2,6 % und im Rohextrakt 
12,0 % Fructose und Glucose (auf Basis der gesamten Mono- und 
Disaccharide) gefunden wurden. Bei E. rhapontici wurden in 
Ganzzellen 4 % und im Rohextrakt 41 % Glucose und Fructose 
gefunden . 
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ftF.TSPIEL 6 

isolierung des Saccharose- Isomerase-Gens aus anderen Mikroor- 
ganismen 

Durch partiellen Verdau von genomischer DNA aus dem Isolat 
SZ62 (Enterobacter spec), dem Organismus Pseudomonas mesoaci- 
dophila (MX-4 5) oder aus einem anderen Mikroorganismus und 
Einbringen der erhaltenen Fragmente in geeignete E.coli-Vekto- 
ren und Transformation wird eine Genbank gewonnen, deren Klone 
genomische Abschnitte zwischen 2 und 15 kb des Spenderorganis- 
mus enthalten. 

Aus E.coli-Zellen, die diese Plasmide tragen, werden durch 
Plattierung auf McConkey-Palatinosemedium solche ausgewahlt, 
die eine Rotfarbung der Kolonie aufweisen. Die in diesen Zel- 
len enthaltene Plasmid-DNA wird in eine E . coli -Mutante uber- 
fuhrt, die auf Galactose als einziger C-Quelle nicht wachsen 
kann (z.B. ED 8654, Sambrook et al . , supra, Seiten A9-A13). 
Diese transformierte Zellinie ist zur Identif ikation von Pala- 
tinoseproduzenten in der wie oben beschrieben hergestellten 
Genbank aus DNA des Spenderorganismus in der Lage. 

Zur Identifikation der gesuchten Palatinose-bildenden Klone 
werden die Zellen der Genkbank auf Minimalsalzmedien mit Ga- 
lactose und Saccharose vereinzelt und angezogen. Nach Repli- 
ka-Stempeln der Kolonien auf Platten mit dem gleichen Medium 
werden die Zellen durch Bedampfung mit Toluol abgetotet . An- 
schlieSend werden Zellen des Screeningstamms als Rasen in Mi- 
nimalsalz-weichagar ohne C-Quellenzusatz uber die Kolonien der 
Genbank ausgebracht und bebriitet. Es entsteht signif ikantes 
Wachstum der Zellen des Screeningstamms nur am Ort von Zellen 
der Genbank, die Palatinose produziert haben. Bei Prufung der 
Zellen der Replikakontrolle ergibt sich der Gehalt an Isomera- 



se . 



Diese so identifizierten E.coli-Klone sind auf Palatinose als 
einziger C-Quelle im Medium nicht wachstumsf ahig, zeigen im 
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Test der ganzen Zellen oder in Zellextrakten keine Fahigkeit 
zur Spaltung von Saccharose, bilden aber unter diesen Bedin- 
gungen und ohne Zusatz von Saccharose zum Medium bei der An- 
zucht Palatinose . 

Alternativ konnen Isomerase-Klone auch unter Verwendung eines 
gemaS der Prozedur von Beispiel 3 hergestellten PGR -Fragments 
identif iziert werden . 

Verwendet man Plasmid-DNA aus den so identif izierten E.coli-- 
Klonen als Sonden zur Hybridisierung an Filtern mit immobili- 
sierter DNA aus dem Spenderorganismus, lassen sich die Genbe- 
reiche, die Isomerasegene tragen, nachweisen und gezielt ver- 
fugbar machen. 

Auf diese Weise wurde ein Klon identif iziert , der die in SEQ 
ID NO. 3 gezeigte Nukleotidseguenz mit der davon abgeleiteten 
und in SEQ ID NO. 6 gezeigten Aminosauresequenz enthalt. Eben- 
so wurde ein Isomerase-Klon aus DNA des Bakterienstamms Pseu- 
"domonas mesoacTdopfiila MX- 4 5 (FERM 11808) gefunden. 

Die vollstandige Nucleotid- und Aminosaureseguenz der Sac- 
charose- Isomerase aus SZ 62 sind in SEQ ID NO. 11 und 12 
dargestellt. Ein GroSteil der Nukleotid- und Aminosaureseguenz 
der Saccharose -Isomerase aus MX-45 sind in SEQ ID NO. 13 und 
14 dargestellt. 

BEISPIEL 7 

Klonierung eines Palatinase-Gens 

Die in Beispiel 1 hergestellte Protaminobacter rubrum-Genbank 
wurde mit dem aus der Sequenz des N-Terminus der isolierten 
Palatinase abgeleiteten radioaktiv markierten Oligonukleotid- 
gemisch S4 33 mit der Sequenz CA (G, A) TT (C, T) GG (T, C) TA (C, T) GG- 3 ' 
gemustert . 
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Es wurde ein positiver Klon gefunden, aus dem ein Plasmid mit 
der Bezeichnung pKAT 203 isoliert wurde. 

E coli-Zellen, die das Plasmid pKAT203 tragen, sind zur Ver- 
stoffwechslung von Palatinose befahigt. Die im. Aktivitatstest 
nachweisbare Spaltung von Palatinose in Glukose und Fructose 
last eine "Palatinase" vermuten. 

Durch Sequenzierung von pKAT203 -DNA mit dem Oligonukleot id 
S433 als Primer kann eine DNA-Sequenz erhalten werden, aus der 
nach Ubersetzung in Aminosauresequenzdaten die uns bekannten 
N-terminalen Aminosauren abzulesen waren. Durch einen an- 
schliefienden Sequenzierungsschritt wurde ein offener Leserah- 
men erhalten. 

Sequenzbestiinmung des "Palatinase" -Gens 

Zur weiteren Sequenzierung des "Palatinase- -Gens wurden Teil- 
fragmente aus dem Plasmid pKAT 203 nach der Restriktionskarte 
ausgewahlt, im Ml3-Phagensystem subkloniert und eine Sequen- 
zierung der einzelstrangigen Phagen-DNA mit 'universal primer' 
5 ' - GTTTTCCCAGTCACGAC - 3 ' dur chge f uhrt . 

Werden die erhaltenen DNA-Sequenzdaten der einzelnen Fragmente 
unter Berucksichtigung iiberlappender Bereiche kombiniert, kann 
man einen durchgehenden Leserahmen fur die "Palatinase" von 
1360 Basenpaaren ermitteln (SEQ ID NO. 7). 

Die Ubersetzung dieser DNA-Sequenz in Arainosauredaten ergibt 
ein Prdtein mit 453 Aminosauren (SEQ ID NO. 8) und einem da- 
raus abzuleitenden Molekulargewicht von ca. 50000 Da. Dies 
stent mit dem Befund in Einklang, daS durch Anreicherung der 
"Palatinase-'-Aktivitat eine Proteinf raktion erhalten werden 
konnte, die im SDS-Gel eine Bande bei ca. 48000 Da aufwies. 
im nativen Gel konnte die palatinosespaltende Aktivitat einer 
Bande der GroSe von ca. 150000 Da zugeschrieben werden. 
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Homologievergleiche mit anderen bekannten Proteinen 

Durch Vergleich der aus der DNA-Sequenz ableitbaren Aminosau- 
reabfolge mit Daten, die in einer Genbank (SwissProt) gespei- 
chert sind, war eine Homologie zu Melibiase aus E.coli (MelA) 
auffallend (in zwei Teilen; identity 32 %) . 

BEISPIEL 8 

Klonierung eines Palatinose-Hydrolase-Gens aus P. mesoacido- 
phila MX-45 

Aus der in Beispiel 6 hergestellten Genbank des Mikroorga- 
nismus P. mesoacidophila MX-45 wurde ein Gen mit der in SEQ ID 
NO. 15 gezeigten Nucleotidsequenz isoliert. Dieses Gen codiert 
fur ein Protein mit der in SEQ ID NO. 16 gezeigten Aminosaure- 
sequenz. Das Protein ist eine Palatinose-Hydrolase , welche die 
Spaltung von Palatinose unter Bildung von Fructose und Glucose 
katalysiert . 
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SEQ ID NO. 1 

LANGE: ie90 Basen 

NAME: Pr lsomerase 

BESCHREIBONG : Protaroinobacter rubrum: lsomerase 

*♦* s E 0 U E N Z *** 



1 ATCCCCCSTC AAGGATTGAA AACTGCACEA GCGAnTTTC TAACCACATC ATTATCCATC 
61 TCftTCCCAGC AAGCCITCGG TACGCAACAA CCCITCCITA AOGAAAAGAG T&ICGAACAG 
121 TCGAAAACCA TACCIAAATG GTGGAAGGAG GCIGnnTT ATCAGGTCTA TCOGOGCICC 
181 TTIAAAGACA CCAACGSAGA TSGCAICGGG GAXWT3AACG GCMCAEAGA AAAATEAGAC 
241 TATCIAAAAG CCTIGGGGAT TCATCCCATT TGGATCAAOC CACAT1ATCA TTCTCCGAAC 
301 AQ3GA1AATS GTTACGATAT ACCTGATEAT CGAAAAATCA TCAAAGAATA TGGCAOGATC 
361 GAGSATITTC ACOGCCTGAT TTCTGAAAITC AAAAAACGSA ATATCCGGIT GATCATTGAT 
421 G1GGTCATCA ACCACACCAG CGATCAAAAC GAAIGGTITC TTAAAAGIAA AAGCAGTAAG 
481 GATAATCCTT ATOSGGSCTA TTATITCIGG AAAGATCCEA AAGAAGGGCA GGCSCCTAAT 
541 AATIACCCTr CAnCITIGG TGGCTOGGCG TGGCAAAAAG ATGAAAAGAC CAATCAATAC 
601 TACCTGCACT ATTITCCTAA ACAACAGCCT GACCTAAACT GGGATAATCC CAAAGTCCGT 
6S1 CAAGATCITT ATCCAATCIT ACGTITCTGG TTAGATAAAG GOCICTCTGG TTTACSITIT 
721 GATACG3TAG CGACCTACTC AAAAATTCCG GA2TTCCCAA ATCTCACCCA ACAACAGCTG 
781 AAGAAirrrc CAGC3GAGTA TACCAAGGGC CCTAATA2TC ATCTTACCT CAATCAAATC 
841 AATAAAGAGG TCITCICICA TTACGACATT GOGACTCCCS GIGAAATCIT 1GSCCTACCC 
901 TTGGATCAAT CGAEAAAGTT CTTOGATCGC CGCCSIGATC AGCTGAACAT TGCATITACC 
961 TTIGACITAA TCAGACICGA TCGAGACICT GATCAAAGAT GGOGTCGAAA AGAIIGSAAA 
1021 TIGICGCAAT TOCGGCAGAT CATCGAXAAC GTTGACGSTA CIGCAGSAGA ATATGSTIGG 
1081 AATCCCTTCT TCTIGGATAA CCACGACAAT CEGCGOSCTG TCTOGCACIT TGGOGATCAT 
1141 GATCGCOCAC AATGGCGTGA GCCATCGGCT AAAGCGCITC CAACCITGAC GCTGACTCAA 
1201 CGAGCAACAC CnTCRTTIA TCAAGCTTCA GAATK5GGCA TGACCAATTA CEGGTTIAAA 
1261 GCTATIGATC AATICGATGA TATIGAGGTC AAAGGTTTTT GGCAIGACIA CGTTGAGACA 
1321 GGAAAGGTCA AAGCCGAOGA GTTCTTCCAA AATCTACGCC TGACGAGCAG GGATAACAGC 
1381 CGGACGCQGT TCCAATCGGA TCGGAGCAAA AATCCAGGAT TCACGAGCGG AAAACCTIGG 
1441 TTCAAGGTCA AOCCAAACIA CCAGGAAATC AATCCAGTAA GTCAAGTCAC ACAAO0CGAC 
1501 TCAGTATTTA ACTATEATCG TCAGTIGATC AAGATAAGGC ATCACATOCC GGCACIGACC 
1561 TKTCGTACAT ACACCGATIT GGATCCTCCA AATGA2TQ3G TCIACGCCEA TACACGCAGC 
1621 CTJGGGG0G3 AAAAATATCT 'lULlUTICaT AACITCAAGG AGCAAATGAT GAGATKTAAA 
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1681 TZbDCGGKZA ATTmrCCAT TCAGAAAGTC ATEAIAGACA GCAACAGCAA AAACCTGGTG 
1741 AAAAAGAATG ATICATTACT OGAGCIAAAA (X^TCGCAGT CAGCSS ^Tl ' lA TAAAACTAAA 
1801 TCAAIAAATC TCATAGTCAC GOCAAA23AT GTAAA3£IAT TCAftAdMT AAAACCGGCA 
1861 TlTiMXXTG GTITITITAG C3CAAAAIAG 
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SEQ ID NO. 2 

BESCHREIBUNG: E. rhapontici Isomerase 
LANGE: 13 05 Basen 

*** S E Q U E N Z 



1 ATGTCCTCTC AAGGATTGAA AACGGCTNTC G CTATTTTTC TTGCAACCAC TTTTTCTGCC 

61 ACATCCTATC AGGCCTGCAG TGCCNNNCCA GATACCGCCC CCTCACTCAC CGTTCAGCAA 

121 TCAAATGCCC TGCCCACATG GTGGAAGCAG GCTGTTTTTT ATCAGGTATA TCCACGCTCA 

181 TTTAAAGATA CGAATGGGGA TGGCATTGGG G ATTT AAA CG GTATTAfTGA GAATTTAGAC 

241 TATCTGAAGA AACTGGGTAT TGATGCGATT TGGATCAATC CACATTACGA TTCGCCGAAT 

3 01 ACGGATAATG GTTATGACAT CCGGGATTAC CGTAAGATAA TGAAAGAATA CGGTACGATG 

3 61 GAAGACTTTG ACCGTCTTAT TTCAGAAATG AAGAAACGCA ATATGCGTTT GATGATTGAT 
421 ATTGTTATCA ACCACACCAG CGATCAGCAT GCCTGGTTTG TTCAGAGCAA ATCGGGTAAG 

4 81 AACAACCCCT ACAGGGACTA TTACTTCTGG CGTGACGGTA AGGATGGCCA TGCCCCCAAT 
541 AACTATCCCT CCTTCTTCGG TGGCTCAGCC TGGGAAAAAG ACGATAAATC AGGCCAGTAT 
6 01 TACCTCCATT ACTTTGCCAA ACAGCAACCC GACCTCAACT GGGACAATCC CAAAGTCCGT 
6 61 CAAGACCTGT ATGACATGCT CCGCTTCTGG TTAGATAAAG GCGTTTCTGG TTTACGCTTT 
721 GATACCGTTG CCACCTACTC GAAAATCCCG AACTTCCCTG ACCTTAGCCA ACAG CAGTTA 
781 AAAAATTTCG CCGAGGAATA TACTAAAGGT CCTAAAATTC ACGACTACGT GAATGAAATG 
841 AACAGAGAAG TATTATCCCA CTATGATATC GCCACTGCGG GGGAAATATT TGGGGTTCCT 
901 CTGGATAAAT CGATTAAGTT TTTCGATCG C CGTAGAAATG AATTAAATAT AGCGTTTACG 
961 TTTGATCTGA TCAGGCTCGA TCGTGATGCT GATGAAAGAT GGCGGCGAAA AGACTGGACC 

1021 CTTTCGCAGT TCCGAAAAAT TGTCGATAAG GTTGACCAAA CGGCAGGAGA GTATGGGTGG 

1081 AATGCCTTTT TCTTAGACAA TCACGACAAT CCCCGCGCGG TTTCTCACTT TGGTGATGAT 

1141 CGACCACAAT GGCGCGAGCA TGCGGCGAAA GCACTGGCAA CATTGACGCT GACCCAG CGT 

12 01 GCAACGCCGT TTATCTATCA GGGTTCAGAA CTCGGTATGA CCAATTATCC CTTTAAAAAA 

1261 ATCGATGATT TCGATGATGT AGAGGTGAAA GGTTTTTGGC AAGAC 
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SEQ ID NO. 3 

NAME: S2IS01 . DNA 

BES CHRE IBUNG : SZG2 - Isomerase 

LANGE: 4 71 Basen 







* * * s 


E Q U E N 2 


* * * 






1 




AGATCTATCC 


TCGCTCATTT 


AAAGACACCA 


ATGATGATGG 


CATTGGCGAT 


61 


ATTCGCGGTA 


TTATTGAAAA 


GCTGGACTAT 


CTGAAATCGC 


TCGGTATTGA 


CGCTATCTGG 


121 


ATCAATCCCC 


ATTACGACTC 


TCCGAACACC 


GATAACGGCT 


ATGACATCAG 


TAATTATCGT 


181 


CAGATAATGA 


AAGAGTATGG 


CACAATGGAG 


GATTTTGATA 


GCCTTGTTGC 


CGAAATGAAA 


241 


AAACGAAATA 


TGCGCTTAAT 


GATCGACGTG 


GTCATTAACC 


ATACCAGTGA 


TCAACACCCG 


301 


TGGTTTATTC 


AGAGTAAAAG 


CGATAAAAAC 


AACCCTTATC 


GTGACTATTA 


TTTCTGGCGT 


361 


GACGGAAAAG 


ATAATCAGCC 


ACCTAATAAT 


TACCCCTCAT 


TTTTCGGCGG 


CTCGGCATGG 


421 


CAAAAAGATG 


CAAAGTCAGG 


ACAGTACTAT 


TTA CACTATT 


TTG CCAG ACA 


G 
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SEQ ID NO. 4 
NAME: Pr Isor 
BESCHREIBUNG: Protaminobacter rubrum: Isomerase 



LANGE- 18 90 Basen oder 629 Aminosauren 
NAME: Pr isomerase MWtot - 



S E 0 U E N Z 



1 ATG CCC OCT CAA GGA TTG AAA ACT GCA CIA GCG ATT TIT CTA ACC ACA 
Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Tnr Ala Leu Ala lie Phe Leu Thr Thr 

49 TCA TTA TGC ATC TCA TGC CAG CAA GCC TIC GGT ACG CAA GAA CCC TIG 
Ser Leu Cys He Ser Cys Gin GLn Ala Phe Gly Thr Gin Gin Pro Leu 

97 CTT AAC GAA AAG AGT ATC GAA CAG TOG AAA ACC ATA CCT AAA TGG TGG 
Leu Asn Glu, Lys Ser He Glu GLn Ser Lys Thr He Pro Lys Trp Txp 

145 AAG GAG GCT GTT TTT TAT CAG GTG TAT CCG QGC TCC TTT AAA GAC ACC 
Lys Glu Ala Val Phe Tyr GLn Val Tyr Pro Arg Ser Phe lys Asp rchr 

193 AAC GGA GAT GGC ATC GGG GAT ATT AAC GGC ATC ATA GAA AAA TTA GAC 
Asn Gly Asp Gly He Gly Asp He Asn Gly He He Glu lys leu Asp 

241 TAT CTA AAA GCC TTG GGG ATT GAT GCC ATT TGG ATC AAC CCA CAT TAT 
Tyr Leu lys Ala Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

289 GAT TCT COG AAC ACG GAT AAT GGT TAG GAT ATA GGT GAT TAT CGA AAA 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 

337 ATC ATS AAA GAA TAT GGC ACG ATG GAG GAT TTT GAC CGC C3G ATT TCT 
He Met lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 

385 GAA ATG AAA AAA CGG AAT ATG CGG TTG ATG ATT GAT GTG GTC ATC AAC 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
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433 CAC AOC AGC GAT CAA AAC GAA TCG TIT GTT AAA ACT AAA AGC ACT AAG 
His Thr Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val lys Ser Iys Ser Ser Iys 

481 GAT AAT CCT TAT CGC GGC TAT TAT. TIC TCG AAA GAT GCT AAA GAA G3G 
Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Trp Iys Asp Ala lys Glu Gly 

529 CAG GOG CCT AAT AAT TAC OCT TCA TIC TTT GCT GGC TCG GOG TCG CAA 
Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Hbe Hie Gly Gly Ser Ala Trp Gin 

577 AAA GAT GAA AAG ACC AAT CAA TAC TAC CIG CAC TAT TIT GOT AAA CAA 
lys Asp Glu Iys Tiir Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Iys Gin 

625 CAG CIT GAC CIA AAC TCG GAT AAT COC AAA GTC CGT CAA GAT CTT TAT 
Gin Pro Asp Lea Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp T^t Tyr 

673 GCA ATG TLA CCT TIC TCG TEA GAT AAA GGC GTC TOT GCT TEA CCT TTT 
Ala Met Leu Arg Pne Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 



721 GAT AQG GTA GOG ACC TAC TCA AAA ATT COG GAT TIC CCA AAT CIC ACC 
Asp Tnr Val Ala Tnr Tyr Ser Lys lie Pro Asp Phe Pro Asn Leu Sir 

769 CAA CAA CAG CTG AAG AAT TIT GCA GOG GAG TAT ACC AAG GGC CCT AAT 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Hir lys Gly Pro Asn 

817 ATT CAT CCT TAC GTC AAT GAA ATC AAT AAA GAG GTC TIG TCT CAT TAC 
He His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Lys Glu Val Leu Ser His Tyr 

865 GAC ATT GOG ACT GCC GCT GAA ATC TIT GGC GTA COC TIG GAT CAA TOG 
Asp lie Ala Ihr Ala Gly Glu lie Phe Gly Val Pro Lea Asp Gin Ser 

913 ATA AAG TIC TIC GAT OGC CGC CCT GAT GAG CTG AAC ATT GCA TIT ACC 
He lys Hie Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn He Ala Phe Ihr 



961 TIT GAC TEA ATC AGA CIC GAT CGA GAC TCT GAT CAA AGA TCG CCT CGA 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 
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1009 AAA GAT TGG AAA TTG TCG CAA TTC CGG CAG ATC ATC GAT AAC GTT GAC 
iysAspKplyslBaSerGtaRB^Glnllelle^AsnValAsp 

10^7 CGT ACT GCA GGA GAA TAT GGT TGG AAT GCC TTC TTC TTG -GAT AAC CAC 
Arg Tnr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Fhe Phe Lai Asp Asn His 

1105 GAC AAT COG CGC GCT GTC TGG CAC TTT GGC GAT GAT GAT CGC CCA CAA 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His The Gly Asp Asp Asp Arg Pro Gin 

1153 TGG CGT GAG CCA TCG GCT AAA GCG CTT GCA ACC TTG ACG CTG ACT CAA 
Trp Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr leu Thr Leu Thr GLn 

1201 CGA GCA ACA CCT TIT ATT TAT CAA GGT TCA GAA TTG GGC ATG ACC AAT 
Arg Ala Thr .Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Tnr Asn 

1249 TAC CCG TTT AAA GCT ATT GAT GAA TTC GAT GAT ATT GAG GTG AAA GGT 
Tyr Pro Fhe Lys Ala He Asp Glu Phe Asp Asp lie Glu Val Lys Gly 

1297 TTT TGG CAT GAC TAC GTT GAG ACA GGA AAG GTC AAA GCC GAC GAG TTC 
Fhe Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe 

1345 TTG CAA AAT GTA GGC CTG ACG AGC AGG GAT AAC AGC CGG ACG CCG TTC 
l^GlnAsnValArgLeul^SerArgAspAsnSerArgTiffProPhe 

1393 CAA TGG GAT GGG AGC AAA AAT GCA GGA TTC ACG AGC GGA AAA OCT TGG 

Gin Trp Asp Gly Ser Lys Asn Ala Gly Phe Tnr ser Gly Lys Pro Trp 

1441 TTC AAG GTC AAC CCA AAC TAC CAG GAA ATC AAT GCA GTA ACT CAA GTC 
Fhe Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu lie Asn Ala Val Ser Gin Val 

1489 ACA CAA CCC GAC TCA GTA TTT AAC TAT TAT CGT CAG TTG ATC AAG ATA 
Tnr Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Gin Leu lie Lys lie 
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1537 AGG CAT GAC ATC COG GCA CTG ACC TAT GGT ACA TAC ACC GAT TIG GAT 
Arg His Asp lie Fro Ala Leu Tnr Tyr Gly Tnr Tyr Tnr Asp Leu Asp 

1585 OCTGCAAATGATTOGGICTACGCC TAT ACA OGC AGC CTT GGG GCG GAA 
Pro Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala Tyr Tnr Arg Ser Leu Gly Ala Glu 

1633 AAA TAT CTT GIT GIT GTT AAC TTC AAG GAG CAA ATC ATC AGA TAT AAA 
lys Tyr la: Val Val Val Asn Phe Lys Glu Gin Met Met Arg Tyr lys 

16B1 TTk COG GAT AAT TEA TCC ATT GAG AAA GTC ATT ATA GAC AGC AAC AGC 
Leu Pro Asp Asn Leu Ser lie Glu lys Val lie lie Asp Ser Asn Ser 

1729 AAA AAC GIG GTC AAA AAG AAT GAT TCA TLA CTC GftG CTA AAA CCA TCG 
lys Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Trp 

1777 CAG TCA GGG GIT TAT AAA ACT AAA TCA ATA AAT CIC ATA GIC ACG CCA 
Gin Ser Gly Val Tyr Lys Tnr Lys Ser lie Asn Leu Lie Val Tnr Pro 

-1825-AAT-AAT-GTA-AAT-ATA-TIG— AAA" CTA~TIAr AAA CCG GCA TIT TAT GCC GCT ~ 
Asn Asn Val Asn lie Leu Lys Leu Leu Lys Pro Ala Pbe Tyr Ala Gly 

1873 TIT ITT AGC GCA AAA TAG 
Phe Phe Ser Ala Lys *** 
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SEQ ID NO. 5 

BESCHREIBUNG: E. rhapontici Isomerase 
LANGE: 13 05 Basen oder 435 Aminosauren 

*** SEQUENZ * + * 

1 ATG TCC TCT CAA GGA TTG AAA ACG GCT NTC GCT ATT TTT CTT GCA ACC 
Met Ser Ser Gin Gly Leu Lys Thr Ala ? Ala lie Phe Leu Ala Thr 

4 9 ACT TTT TCT GCC ACA TCC TAT CAG GCC TGC AGT GCC NNN CCA GAT ACC 
Thr Phe Ser Ala Thr Ser Tyr Gin Ala Cys Ser Ala ? Pro Asp Thr 

97 GCC CCC TCA CTC ACC GTT CAG CAA TCA AAT GCC CTG CCC ACA TGG TGG 
Ala Pro Ser Leu Thr Val Gin Gin Ser Asn Ala Leu Pro Thr Trp Trp 

14 5 AAG CAG GCT GTT TTT TAT CAG GTA TAT CCA CGC TCA TTT AAA GAT ACG 
Lys Gin Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 

193 AAT GGG GAT GGC ATT GGG GAT TTA AAC GGT ATT ATT GAG AAT TTA GAC 
Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Leu Asn Gly He He Glu Asn Leu Asp 

241 TAT CTG AAG AAA CTG GGT ATT GAT GCG ATT TGG ATC AAT CCA CAT TAC 
Tyr Leu Lys Lys Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

28 9 GAT TCG CCG AAT ACG GAT AAT GGT TAT GAC ATC CGG GAT TAC CGT AAG 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 

337 ATA ATG AAA GAA TAC GGT ACG ATG GAA GAC TTT GAC CGT CTT ATT TCA 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 

385 GAA ATG AAG AAA CGC AAT ATG CGT TTG ATG ATT GAT ATT GTT ATC AAC 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp lie Val He Asn 



433 CAC ACC AGC GAT CAG CAT GCC 
His Thr Ser Asp Gin His Ala 

4 81 AAC AAC CCC TAC AGG GAC TAT 
Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr 

529 CAT GCC CCC AAT AAC TAT CCC 
His Ala Pro Asn Asn Tyr Pro 

577 AAA GAC GAT AAA TCA GGC CAG 
Lys Asp Asp Lys Ser Gly Gin 



TGG TTT GTT CAG AGC AAA TCG GGT AAG 
Trp Phe Val Gin Ser Lys Ser Gly Lys 

TAC TTC TGG CGT GAC GGT AAG GAT GGC 
Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Gly 

TCC TTC TTC GGT GGC TCA GCC TGG GAA 
Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Glu 

TAT TAC CTC CAT TAC TTT GCC AAA CAG 
Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
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6 25 CAA CCC GAC CTC AAC TGG GAC AAT CCC AAA GTC CGT CAA GAC CTG TAT 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 

6 73 GAC ATG CTC CGC TTC TGG TTA GAT AAA GGC GTT TCT GGT TTA CGC TTT 
Asp Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 

721 GAT ACC GTT GCC ACC TAC TCG AAA ATC CCG AAC TTC CCT GAC CTT AGC 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys lie Pro Asn Phe Pro Asp Leu Ser 

76 9 CAA CAG CAG TTA AAA AAT TTC GCC GAG GAA TAT ACT AAA GGT CCT AAA 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Glu Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Lys 

817 ATT CAC GAC TAC GTG AAT GAA ATG AAC AGA GAA GTA TTA TCC CAC TAT 
lie His Asp Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 

865 GAT ATC GCC ACT GCG GGG GAA ATA TTT GGG GTT CCT CTG GAT AAA TCG 
Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Lys Ser 

913 ATT AAG TTT TTC GAT CGC CGT AGA AAT GAA TTA AAT ATA GCG TTT ACG 
lie Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asn Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 

961 TTT GAT CTG ATC AGG CTC GAT CGT GAT GCT GAT GAA AGA TGG CGG CGA 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ala Asp Glu Arg Trp Arg Arg 

1 0 0 9 — "AAA - GAC TGG — ACC — CTT - T CG — CAG~ TT C — CGA~~AXA ~ATT~GTC GAT^AAG - C?TT~GAC 
Lys Asp Trp Thr Leu Ser Gin Phe Axg Lys He Val Asp Lys Val Asp 

1057 CAA ACG GCA GGA GAG TAT GGG TGG AAT GCC TTT TTC TTA GAC AAT CAC 
Gin Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 

1105 GAC AAT CCC CGC GCG GTT TCT CAC TTT GGT GAT GAT CGA CCA CAA TGG 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser Kis Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 

1153 CGC GAG CAT GCG GCG AAA GCA CTG GCA ACA TTG ACG CTG ACC CAG CGT 
Arg Glu His Ala Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 

1201 GCA ACG CCG TTT ATC TAT CAG GGT TCA GAA CTC GGT ATG ACC AAT TAT 
Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 

1249 CCC TTT AAA AAA ATC GAT GAT TTC GAT GAT GTA GAG GTG AAA GGT TTT 
Pro Phe Lys Lys He Asp Asp Phe Asp Asp Val Glu Val Lys Gly Phe 

1297 TGG CAA GAC 
Trp Gin Asp 
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SEO ID NO. 6 
NAME: SZISOl.DNA 
BESCHREIBUNG : SZ62-Isomerase 
LANGE: 471 Basen 



SEQUENZ *** 

1 GTT TTT TAT CAG ATC TAT CCT CGC TCA TTT AAA GAC ACC - AAT GAT GAT 
val Phe Tyr Gin lie Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr Asn Asp Asp 

4 9 GGC ATT GGC GAT ATT CGC GGT ATT ATT GAA AAG CTG GAC TAT CTG AAA 
Gly lie Gly Asp lie Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp Tyr Leu Lys 

97 TCG CTC GGT ATT GAC . GCT ATC TGG ATC AAT CCC CAT TAG GAC TCT CCG 
Ser Leu Gly He Asp Ala lie Trp lie Asn Pro His Tyr Asp Ser Pro 

145 AAC ACC GAT AAC GGC TAT GAC ATC ACT AAT TAT CGT CAG ATA ATG AAA 
Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin He Met Lys 

193 GAG TAT GGC ACA ATG GAG GAT TTT GAT AGC CTT GTT GCC GAA ATC- AAA 
Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala Glu Met Lys 

241 AAA CGA AAT ATG CGC TTA ATG ATC GAC GTG GTC ATT AAC CAT ACC ACT 
Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn His Thr Ser 

285 GAT CAA CAC CCG TGG TTT ATT CAG AGT AAA AGC GAT AAA AAC AAC CCT 
Asp Gin His Pro Trp Phe He Gin Ser Lys Ser Asp Lys Asn Asn Pro 

337 TAT CGT GAC TAT TAT TTC TGG CGT GAC GGA AAA GAT AAT CAG CCA CCT 
Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn Gin Pro Pro 

3 85 AAT AAT TAC CCC TCA TTT TTC GGC GGC TCG GCA TGG CAA AAA GAT GCA 
Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin Lys Asp Ala 

433 AAG TCA GGA CAG TAC TAT TTA CAC TAT TTT GCC AGA CAG 
Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 
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SEQ ID NO. 7 
NAME: PA1A.SEO 
BESCHREIBUNG : Paiatinase 



IANGE: 1362 Basen 



S E O U E N Z **« 



6 
12 
18 
24 
30 
36 
42 
48 
54 
60 
66 
_72 
78 
84 
90 
96 
102 
108 
114 
120 
126 
132 



ATGGCTACAA 
GGCCMKTCT 

ODbTl'JMCS 
KTTKIC CCA 

TOGCTG33CA 
AADGGCTG3G 
CG'ITICCCG^ 
CTCOCftGAAA 

CTRCGCGCCA 



AAATCGTTIT 

TGGCXX7TGAC 

TTSl CTGGG 

TCMTCCACC 
TAITCAACTA 

TGCTCGGCAC 



AGGCACCGGA 



ACTG3GCX3CA 

OGACCGcmxr 

tgtcg3catc 
ciccticgac 

CTAXTTCTCC 
OTTGCTGGAG 



GGGAGTG&fcA 



TCCTGGCTCC 
TSUSCG^GC 
GCCCTG1GS3 ATCTOGA2TC 
G3CCTGGCGG 



GAAAACG3TG 
ATGAG3CGCIA 

AAAGftCAGOG 



TCGCCTCACT 



GAAAAGACGC 



CGTCTGCCGG 



CGS^CCCTG 

GGAAGOTCTG 
GGAGTICGTG 
GCAGATCCCG 
GCTCTICCAC 

CGTC2ATCGC 
TCAGCGTEAT 
Q3GGCTGAAC 
TI3V2330G&C 
TA3 



AftGrrrcACC 

GGGCATGTGC 
G3GA2CCTCA 

G2GRTTCADG 
GCX3CTQCTGG 



GCGATCACCG 



TCCGTCGGCG GftCOCCACGC TGTICAAAGA 
AGCCACTITC GCGbGJXCKT 
QmTCTACA CCTTCTACCG 
CTCAAAGAAC GCCTGCTG2C 



CGCTRICCIC 
AGOCftAAAKT CGAACTCAAG 
CCGMTOOG3 ITATGAAGAG TCTGCG3TCA 
TGCCGGCCTT 
TCAfcGCTOGA 

ATCTGACOGC CGAOGCAGTG 
TCGACTCGGT CAACQVTAAA 
QCCAG33GCC 



G^ACTCCCGG 
GGCATOG3TC 
-KTXGAftGGCT 
TG0CGCG0GA 
TAOCTGAAAT 



iCKTICCGAA 
OGATXATCGA 
G3CTGITG&G 




GMCCTGG&G 
CCGTTOGGGC 
CAACTAITCIG 
GATCATGGAA 
CCAGGGAITT 
C0GCAAGG33 
CAftOCAGMT 
GGTEftTOCAG 
GCTGGACGTC 
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SEQ ID NO. B 
NAME : PA1A . SEO 
BESCHREIBUNG : Palatinase 



LANGE: 1362 Basen oder 453 Aminosauren 



S E O U E N Z 



1 ATG GCT ACA AAA ATC GTT TTA GTG GGC GCA GGC AGC GCG CAA TTC GGC 
Met Ala Hir L^-s lie Val Leu Val Gly Ala Gly Ser Ala Gin Fne Gly 

49 TAC GGC ACC CTG GGC GAT ATC TTC CAG AGC AAG ACG CTG TAC GGC ACT 
Tyr Gly Tnr Leu Gly Asp lie Pne Gin Ser Lys OUr Lsu Tyr Gly Ser 

97 GAA ATT GTC CIG CAT GAC ATC AAC CCA ACC TCG CTG GCC GTG ACC GAG 
Glu lie val Leu Kis Asp lie Asn Pro Thr Ser leu Ala Val Tnr Glu 

145 AAA ACC GCC CGT GAC TTC CTG GCT GCG GAA GAT CTG CCS TTT ATC GTC 
iys Thr Ala Arg Asp Phe leu Ala Ala Glu Asp Leu Pro Phe He Val 

193 AGC GCC ACC ACC GAT CGC AAA ACC GCG CTG AGC GGA GCG GAG TTC GTG 
Ser Ala Tnr Tnr Asp Arg Lys Tnr Ala leu Ser Gly Ala Glu Fne Val 

241 ATT ATC TCC ATT GAA GTG GGC GAC CGC TTT GCC CTG TGG GAT CTC GAC 
lie lie Ser He Glu Val Gly Asp Arc Hie Ale .Leu Trp Asp Leu Asp 

289 TGG CAG ATC CCG CAA CAG TAT GGC ATT CAG CAG GTG TAT GST GAA AAC 
Trp Gin lie Pro Gin Gin Tyr Gly He Gin Gin Val Tyr Gly Glu Asn 

337 GST GGC CCT GGC GGG CTG TTC CAC TCG CTG CGC ATC ATT CCA COG ATC 
Gly Gly Pro Gly Gly Leu Phe His Ser Leu Arg He lie Pro Pro He 

385 CTC GAC ATC TGC GCC GAC GTG GCG GAC ATT TGC CCG AAC GCC TGG GTA 
Leu Asp lie cys Ala Asp Val Ala Asp He Cys Pro Asn Ala Trp Val 
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433 TIC AAC TAC TOG AAC COG ATG AGC GGC ATT TGC ACC AOC GTG CAT CGC 
p^e Asn lyr Ser Asn Pro Met Ser Arg He Cys Thr Thr Val His Arg 

481 CGT TIC COG CAG CIC AAC TIT GTC GGC ATG TCC CAT GAA ATC GCC TCA 
Arg Fhe Pro Gin Leu Asn Phe Val Gly Met: Cys His Glu He Ala Ser 

529 CIT GAG CGT TAT CIG CCA GAA ATG CIC GGC ACC TCC TIC GAC AAT CIC 
Leu Glu Arg Tyr leu Pro Glu hSet Leu Gly Trxc Ser Hie Asp Asn Leu 

577 ACT CIG OGC GCT GCC GGG CIG AAC CAC 0TC AGC GTC TIG CIG GAG GCC 
Tnr Leu Arg Ala Ala Gly Leu Asn His Hie Ser Val leu Leu Glu Ala 

625 AGC TAT AAA GAC AGC GGA AAA GAC GCT TAC GCC GAC GTA CGC GCC AAG 
Ser Tyr Lys Asp Ser Gly Lys Asp Ala lyr Ala Asp Val Arg Ala Lys 

673 GCA CCG GAC TAT TIC TCC OCT CIG CCG GGC TAC AGC GAT ATT CIG GCT 
Ala Pro Asp Tyr Phe Ser Arg Leu Pro Gly Tyr Ser Asp He Leu Ala 

721 TAC ACC CGC AAT CAC GGC AAA TTG GIG GAG ACArGAA^ GGC AGC ~ ACC^GAA 
Tyr Thr Arg Asn His Gly lys Leu Val Glu Tnr Glu Gly Ser Ihr Glu 

769 CGC GAT GOG CIG GGC GGC AAA GAC AGC GCC TAT CCG TGG GOG GAC CGC 
Arg Asp Ala Leu Gly Gly Lys Asp Ser Ala Tyr Pro Trp Ala Asp Arg 

817 AOG CIG TIC AAA GAG ATC CIG GAG AAG TIT CAC CAT TIG CCG ATC AOC 
Tnr Leu Phe lys Glu He Leu Glu lys Hie His His Leu Pro He Thr 

865 GGC GAC AGC CAC TIT GGC GAG TAC ATC CGT TGG GCC AGC GAA GTC AGC 
Gly Asp Ser His Phe Gly Glu Tyr He Arg Trp Ala Ser Glu Val Ser 

913 GAT CAC CGC GGT ATC CIC GAT TIC TAC ACC TIC TAC CGC AAC TAT CIG 
Asp His Arg Gly He Leu Asp Phe Tyr Ihr Hie Tyr Arg Asn Tyr Leu 

961 GGG CAT GIG CAG CCA AAA ATC GAA CIG AAG CIG AAA GAA CGC GIG GIG 
Gly His Val Gin Pro Lys He Glu Leu Lys Leu Lys Glu Arg Val Val 
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1009 COG ATC ATC GAA GGG ATC CTC ACC GAT TCC GGT TAT GAA GAG TOT GCG 
Pro lie Met Glu Gly lie Leu Shr Asp Ser Gly Tyr Glu Glu Ser Ala 

1057 CTCAACATTCCEAACCAGGGATrc CCG-GCG TTT ATT 

Val Asn lie Pro Asn Gin Gly Hie lie Lys Gin Leu Pro Ala Ffce lie 

1105 GCC GTC GAA GIC COG GCG ATT ATC GAC OGC AAG GGC CTG CAC GGC ATC 
Ala Val Glu Val Pro Ala He lie Asp Arg lys Gly Val Kis Gly lie 

1153 AAG GTC GAT ATC CCT GOG GGC ATC GGT GGC CTC TIG AGC AAC CAG ATT 
Lys Val Asp Met Pro Ala Gly lie Gly Gly Leu Leu Ser Asn Gin lie 

1201 GCG ATT CAC GAT CIG ACC GCC GAC GCA GIG ATT GAA GGC TOG CGC GAC 
Ala lie His Asp Lsu Unr Ala Asp Ala Val lie Glu Gly Ser Arg Asp 

1249 CIG GIT ATC CAG GCG CIG CTC GIG GAC TCG GTC AAC GAT AAA TCC CGC 
Leu Val He Gin Ala Leu Leu Val Asp Ser Val Asn Asp lys Cys Arg 

1297 GCG KTA CCG GAA CIG GTC GAC GTC ATC ATC TCA C3GC CAG GGG CCS TCG 
Ala lie Pro Glu Leu Val Asp Val Met lie Ser Arg Gin Gly Pro Trp 

1345 CTC GAT TAC CIG AAA TAA 
Lsu Asp Tyr Lsu Lys 
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SEQ ID NO. 9 

BESCHREIBUNG: P. rubmm Isomerase (Variante) 
LANGE : 18 03 Basenpaare 







* * * 


S E Q U E 


N Z * * 






1 


ATGCCCCGTC 


AAGGATTGAA 


AACTGCACTA 


GCGATTTTTC 


TAACCACATC 


ATTATGCATC 


61 


TCATGCCAGC 


AAGCCTTCGG 


TACGCAACAA 


CCCTTGCTTA 


ACGAAAAGAG 


TATCGAACAG 


121 


TCGAAAACCA 


TACCTAAATG 


GTGGAAGGAG 


GCTGTTTTTT 


ATCAGGTGTA 


TCCGCGCTCC 


181 


TTTAAAG A CA 


CCAACGGAGA 


TGGCATCGGG 


GATATTAACG 


GCATCATAGA 


AAAATTAGAC 


241 


TATCTAAAAG 


CCTTGGGGAT 


TGATGCCATT 


TGGATCAACC 


CACATTATGA 


TTCTCCGAAC 


301 


ACGGATAATG 


GTTACGATAT 


ACGTGATTAT 


CGAAAAATCA 


TGAAAGAATA 


TGGCACGATG 


361 


GAGGATTTTG 


ACCGCCTGAT 


TTCTGAAATG 


AAAAAACGGA 


ATATGCGGTT 


GATGATTGAT 


421 


GTGGTCATCA 


ACCACACCAG 


CGATCAAAAC 


GAATGGTTTG 


TTAAAAGTAA 


AAGCAGTAAG 


481 


GATAATCCTT 


ATCGCGGCTA 


TTATTTCTGG 


AAAGATGCTA 


AAGAAGGGCA 


GGCGCCTAAT 


541 


AATTACCCTT 


CATTCTTTGG 


TGGCTCGGCG 


TGGCAAAAAG 


ATGAAAAGAC 


CAATCAATAC 


601 


TACCTGCACT 


ATTTTGCTAA 


ACAACAGCCT 


GACCTAAACT 


GGGATAATCC 


CAAAGTCCGT 


661 


CAAGATCTTT 


ATGCAATGTT 


ACGTTTCTGG 


TTAGATAAAG 


GCGTGTCTGG 


TTTACGTTTT 


721 


GATACGGTAG 


CGACCTACTC 


AAAAATTCCG 


GATTTCCCAA 


ATCTCACCCA 


ACAACAGCTG 


781 


AAGAATTTTG 


CAGCGGAGTA 


TACCAAGGGC 


CCTAATATTC 


AT CGTTACGT 


CAATGAAATG 


841 


AATAAAGAGG 


TCTTGTCTCA 


TTACGACATT 


GCGACTGCCG 


GTGAAATCTT 


TGGCGTACCC 


901 


TTGGATCAAT 


CGATAAAGTT 


CTTCGATCGC 


CGCCGTGATG 


AGCTGAACAT 


TGCATTTACC 


961 


TTTGACTTAA 


TCAGACTCGA 


TCGAGACTCT 


GATCAAAGAT 


GG CGTCG AAA 


AGATTGGAAA 


1021 


TTGTCGCAAT 


TCCGGCAGAT 


CATCGATAAC 


GTTGACCGTA 


CTGCAGGAGA 


ATATGGTTGG 


1081 


AATGCCTTCT 


TCTTGGATAA 


CCACGACAAT 


CCGCGCGCTG 


TCTCGCACTT 


TGGCGATGAT 


1141 


CGCCCACAAT 


GGCGTGAGCC 


ATCGGCTAAA 


GCGCTTGCAA 


CCTTGACGCT 


GACTCAACGA 


1201 


GCAACACCTT 


TTATTTATCA 


AGGTTCAGAA 


TTGGGCATGA 


CCAATTACCC 


GTTTAAAGCT 


1261 


ATTGATGAAT 


TCGATGATAT 


TGAGG TG AAA 


GGTTTTTGGC 


ATGACTACGT 


TGAGACAGGA 


1321 


AAGGTCAAAG 


CCGACGAGTT 


CTTGCAAAAT 


GTACGCCTGA 


CGAG CAGGGA 


TAACAGCCGG 


1381 


ACGCCGTTCC 


AATGGGATGG 


GAGCAAAAAT 


GCAGGATTCA 


CGAGCGGAAA 


ACCTTGGTTC 


1441 


AAGGTCAACC 


CAAACTACCA 


GGAAATCAAT 


GCAGTAAGTC 


AAGTCACACA 


ACCCGACTCA 


1501 


GTATTTAACT 


ATTATCGTCA 


GTTGATCAAG 


ATAAGG CATG 


ACATCCCGGC 


ACTGACCTAT 


1561 


GGTACATACA 


CCGATTTGGA 


TCCTGCAAAT 


GATTCGGTCT 


ACG CCTATAC 


ACGCAGCCTT 


1621 


GGGGCGGAAA 


AATATCTTGT 


TGTTGTTAAC 


TTCAAG GAG C 


AAATGATGAG 


ATATAAATTA 


1681 


CCGGATAATT 


TATCCATTGA 


GAAAGTGATT 


ATAGACAGCA 


ACAGCAAAAA 


CGTGGTGAAA 


1741 


AAGAATGATT 


CATTACTCGA 


GCTAAAACCA 


TGGCAGTCAG 


GGGTTTATAA 


ACTAAATCAA 


1801 


TAA 
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SEQ ID NO. 10 

BESCHREIBUNG: P. rubmtn Isomerase (Variante) 
LANGE: 1803 Basen oder 600 Aminosauren 



*** SEQUENZ *** 

1 ATG CCC CGT CAA GGA TTG AAA ACT GCA CTA GCG ATT TTT CTA ACC ACA 
Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thr Ala Leu Ala He Phe Leu Thr Thr 

4 9 TCA TTA TGC ATC TCA TGC CAG CAA GCC TTC GGT ACG CAA CAA CCC TTG 
Ser Leu Cys He Ser Cys Gin Gin Ala Phe Gly Thr Gin Gin Pro Leu 

97 CTT AAC GAA AAG AGT ATC GAA CAG TCG AAA ACC ATA CCT AAA TGG TGG 
Leu Asn Glu Lys Ser He Glu Gin Ser Lys Thr He Pro Lys Trp Trp 

14 5 AAG GAG GCT GTT TTT TAT CAG GTG TAT CCG CGC TCC TTT AAA GAC ACC 
Lys Glu Ala val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 

193 AAC GGA GAT GGC ATC GGG GAT ATT AAC GGC ATC ATA GAA AAA TTA GAC 
Asn Gly Asp Gly He Gly Asp He Asn Gly He He Glu Lys Leu Asp 

241 TAT CTA AAA GCC TTG GGG ATT GAT GCC ATT TGG ATC AAC CCA CAT TAT 
Tyr Leu Lys Ala Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

289 GAT TCT CCG AAC ACG GAT AAT GGT TAC GAT ATA CGT GAT TAT CGA AAA 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 

337 ATC ATG AAA GAA TAT GGC ACG ATG GAG GAT TTT GAC CGC CTG ATT TCT 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 

3 85 GAA ATG AAA AAA CGG AAT ATG CGG TTG ATG ATT GAT GTG GTC ATC AAC 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 



433 CAC ACC AGC GAT CAA AAC GAA TGG TTT GTT AAA AGT AAA AGC AGT AAG 
His Thr S.er Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val Lys Ser Lys Ser Ser Lys 

481 GAT AAT CCT TAT CGC GGC TAT TAT TTC TGG AAA GAT GCT AAA GAA GGG 
Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Trp Lys Asp Ala Lys Glu Gly 

52 9 CAG GCG CCT AAT AAT TAC CCT TCA TTC TTT GGT GGC TCG GCG TGG CAA 
Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 

577 AAA GAT GAA AAG ACC AAT CAA TAC TAC CTG CAC TAT TTT GCT AAA CAA 
Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
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625 CAG CCT GAC CTA AAC TGG GAT AAT CCC AAA GTC CGT CAA GAT CTT TAT 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 



673 GCA ATG TTA CGT TTC TGG TTA GAT AAA GGC GTG TCT GGT TTA CGT TTT 
Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 

721 GAT ACG GTA GCG ACC TAC TCA AAA ATT CCG GAT TTC "CCA AAT CTC ACC 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 

76 9 CAA CAA CAG CTG AAG AAT TTT GCA GCG GAG TAT ACC AAG GGC CCT AAT 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Asn 

617 ATT CAT CGT TAC GTC AAT GAA ATG AAT AAA GAG GTC TTG TCT CAT TAC 
He His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Lys Glu Val Leu Ser His Tyr 

865 GAC ATT GCG ACT GCC GGT GAA ATC TTT GGC GTA CCC TTG GAT CAA TCG 
Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 

913 ATA AAG TTC TTC GAT CGC CGC CGT GAT GAG CTG AAC ATT GCA TTT ACC 
He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 

961 TTT GAC TTA ATC AGA CTC GAT CGA GAC TCT GAT CAA AGA TGG CGT CGA 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 



1009 AAA GAT TGG AAA TTG TCG CAA TTC CGG CAG ATC ATC GAT AAC GTT GAC 
Lys Asp Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin He He Asp Asn Val Asp 

1057 CGT ACT GCA GGA GAA TAT GGT TGG AAT GCC TTC TTC TTG GAT AAC CAC 
Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn Kis 

110 5 GAC AAT CCG CGC GCT GTC TCG CAC TTT GGC GAT GAT CGC CCA CAA TGG 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 

1153 CGT GAG CCA TCG GCT AAA GCG CTT GCA ACC TTG ACG CTG ACT CAA CGA 
Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 

1201 GCA ACA CCT TTT ATT TAT CAA GGT TCA GAA TTG GGC ATG ACC AAT TAC 
Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 

124 9 CCG TTT AAA GCT ATT GAT GAA TTC GAT GAT ATT GAG GTG AAA GGT TTT 
Pro Phe Lys Ala He Asp Glu Phe Asp Asp lie Glu Val Lys Gly Phe 

1297 TGG CAT GAC TAC GTT GAG ACA GGA AAG GTC AAA GCC GAC GAG TTC TTG 
Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe Leu 

134 5 CAA AAT GTA CGC CTG ACG AGC AGG GAT AAC AGC CGG ACG CCG TTC CAA 
Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
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13 93 TGG GAT GGG AGC AAA AAT GCA GGA 

Trp Asp Gly Ser Lys Asn Ala Gly 

1441 AAG GTC AAC CCA AAC TAC CAG GAA 
Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu 

14 8 9 CAA CCC GAC TCA GTA TTT AAC TAT 

Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr 



TTC ACG AGC GGA AAA CCT TGG TTC 
Phe Thr Ser Gly Lys Pro Trp Phe 

ATC AAT GCA GTA AGT CAA GTC ACA 
lie Asn Ala Val Ser Gin Val Thr 

TAT CGT CAG TTG ATC AAG ATA AGG 
Tyr Arg Gin Leu lie Lys lie Arg 



1537 CAT GAC ATC CCG GCA CTG ACC TAT GGT ACA TAC ACC GAT TTG GAT CCT 
His Asp He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Thr Tyr Thr Asp Leu Asp Pro 

1585 GCA AAT GAT TCG GTC TAC GCC TAT ACA CGC AGC CTT GGG GCG GAA AAA 
Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Ser Leu Gly Ala Glu Lys 

1633 TAT CTT GTT GTT GTT AAC TTC AAG GAG CAA ATG ATG AGA TAT AAA TTA 
Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Gin Met Met Arg Tyr Lys Leu 

1681 CCG GAT AAT TTA TCC ATT GAG AAA GTG ATT ATA GAC AGC AAC AGC AAA 
Pro Asp Asn Leu Ser He Glu Lys Val He He Asp Ser Asn Ser Lys 

172 9 AAC GTG GTG AAA AAG AAT GAT TCA TTA CTC GAG CTA AAA CCA TGG CAG 
Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Trp Gin 

1777 TCA GGG GTT TAT AAA CTA AAT CAA TAA 
Ser Gly Val Tyr Lys Leu Asn Gin 
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SEQ ID NO . 11 

BESCHREIBUNG: SZ 62 - Isomerase 
lANGE : 1794 Basen 







* * * 


S E 0 U E 


N Z * * 


* 




1 


ATGTCTTTTG 


TTACGCTACG 


TACCGGGGTG 




X O X LI 1 1 


uAlAAiAAGT 


61 


CTGGCCTGCC 


CGGCTGTCAG 


TGCTGCACCA 


TCCTTGAATr 

v» l— X 1 Urin X v_. 


±J-\ X X LA 


Lbi TCAAAAG 


121 


GAAAGTGAAT 


ATCCTGCATG 


G TGGAAAGAA 


X o A XXX 1 J, 


Ai L-ALsA x LiA 


TCCTCGCTCA 


181 


TTTAAAGACA 


CCAATGATGA 


TGGCATTGGC 


vJ-^l ini 1L vj\_ La 


blAl 1 Ai TbA 


AAAG CTGGA C 


241 


TATCTGAAAT 


CGCTCGGTAT 




i bbnl LAAi L. 


C CCATTA CGA 


CTCTCCGAAC 


301 


ACCGATAACG 


GCTATGACAT 


CAGTAATTA T 


*rr*2i f~* a t» tv 

V— OX LiibAlAA 


I L? AAA G A GT A 


TGG CACAATG 


361 


GAGGATTTTG 


ATAGCCTTGT 




7\ A 7\ T\ 7\ 7\ r"V^7\ >. 
AftAAAALbAA. 


AXATGCGCTT 


AATGATCGAC 


421 


GTGGTCATTA 


ACCATACCAG 


TGATCAACAC 




X X wivj/lu X AA 


AAb L-LsA 1 AAA 


481 


AACAACCCTT 


ATCGTGACTA 


T'T* 21 'l"l"IT*TPP 


v_(c> 1 GACGGAA 


AAGATAATCA 


GCCACCTAAT 


541 


AATTACC C CT 


TATTTTTrflG 

\ — -J- J. J. J. X V— \J V_3 


LVjLsL. 1 LLjvjLA 


TGGCAAAAAG 


ATGCAAAGTC 


AGGACAGTAC 


601 


TATTTACA CT 


ATTTTG TP A G 


ZiLAbLAALL x 


GATCTCAACT 


GGGATAACCC 


GAAAGTACGT 


661 


GAGGATCTTT 


ArGPAATGrT 

n^VJWlAXOv X 


LLbLl J.L1GG 


CTGGATAAAG 


GCGTTTCAGG 


CATGCGATTT 


721 


A T A CCZCZTCZn 


\— rtriL. X 1 lie 


UiAAAJ 


GGATTTCCCA 


ATCTGACACC 


TGAACAACAG 


781 


r\J^J-\J-\^t\ J. J. X J. Vj 


v_ 1 IjAAV_AA x A 


C-A CCATGGGD 


CCTAATATTC 


ATCGATACAT 


TCAGGAAATG 


OH A 






GTATGATGTG 


GCCACCGCGG 


GTGAAATTTT 


TGGCGTCCCG 


JU J. 


t_ I L*L»A1 1_LjX 1 


CGTCo cagtt 


TTTTGATCG C 


CGCCGACATG 


AGCTGAATAT 


GGCGTTTATG 


OCT 


TTTGAC CT CA 


TTCGTCTCGA 


TCG CGACAG C 


AATGAACGCT 


GGCGTCT^CAA 


GTCGTGGTCG 


J. \i A. X 


CTCTCTCAGT 


i \-Llj»L-L-AL*AT 


CATCAGCAAA 


ATGGATGTCA 


CGGTCGGAAA 


GTATGGCTGG 




AA\_AHj 1 1 L- X 


1 LI lAbALAA 


CCATGACAAC 


CCCCGTGCGG 


TATCTCACTT 


CGGGGATGAC 


1141 


AGGCCGCAAT 


GGCGGGAGGC 


GTCGGCTAAG 


GCACTGGCGA 


CGATTACCCT 


CACTCAGCGG 


1201 


GCGACGCCGT 


TTATTTATCA 


GGGTTCAGAG 


CTGGGAATGA 


CTAATTATCC 


CTTCAGGCAA 


1261 


CTCAACGAAT 


TTGACGACAT 


CGAGGTCAAA 


GGTTTCTGGC 


AGGATTATGT 


CCAGAGTGGA 


1321 


AAAGTCACGG 


CCACAGAGTT 


TCTCGATAAT 


GTGCGCCTGA 


CGAGCCGCGA 


TAACAGCAGA 


1361 


ACACCTTTCC 


AGTGGAATGA 


CACCCTGAAT 


GCTGGTTTTA 


CTCG CGG AAA 


GCCGTGGTTT 


1441 


CACATCAACC 


CAAACTATGT 


GGAGATCAAC 


SCCGAACGCG 


AAGAAACCCG 


CGAAGATTCA 


1501 


GTGCTGAATT 


ACTATAAAAA 


AATGATTCAG 


CTACGCCACC 


ATATCCCTGC 


TCTGGTATAT 


1561 


GGCGCCTATC 


AGGATCTTAA 


TCCACAGGAC 


AATACCGTTT 


ATGCCTATAC 


CCGAACGCTG 


1621 


GGTAACGAGC 


GTTATCTGGT 


CGTGGTGAAC 


TTTAAGGAGT 


ACCCGGTCCG 


CTATACTCTC 


1681 


CCGGCTAATG 


ATGCCATCGA 


GGAAGTGGTC 


ATTGATACTC 


AGCAGCAAGG 


TGCGCCGCAC 


1741 


AGCACATCCC 


TGTCATTGAG 


CCCCTGGCAG 


GCAGGTGCGT 


ATAAG CTGCG 


GTAA 
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SEQ ID NO. 12 

BESCHREIBUNG : SZ G2- Isomerase 

LANGE: 1794 Basen oder 597 Aminos aur en 



S E Q U E N 2 



TCT 



1 ATG TCT TTT GTT ACG CTA CGT ACC GGG GTG GCT GTC GCG CTG TCA 

Met Ser Phe Val Thr Leu Arg Thr Gly Val Ala Val Ala Leu Ser Ser 

4 9 TTG ATA ATA AGT CTG GCC TGC CCG GCT GTC AGT GCT GCA CCA TCC TTG 
Leu lie He Ser Leu Ala Cys Pro Ala Val Ser Ala Ala Pro Ser Leu 

97 AAT CAG GAT ATT CAC GTT CAA AAG GAA AGT GAA TAT CCT GCA TGG TGG 
Asn Gin Asp He His Val Gin Lys Glu Ser Glu Tyr Pro Ala Trp Trp 

14 5 AAA GAA GCT GTT TTT TAT CAG ATC TAT CCT CGC TCA TTT AAA GAC ACC 
Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin He Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 

193 AAT GAT GAT GGC ATT GGC GAT ATT CGC GGT ATT ATT GAA AAG CTG GAC 
Asn Asp Asp Gly He Gly Asp He Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp 

241 TAT CTG AAA TCG CTC GGT ATT GAC GCT ATC TGG ATC AAT CCC CAT TAC 
Tyr Leu Lys Ser Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

289 GAC TCT CCG AAC ACC GAT AAC GGC TAT GAC ATC AGT AAT TAT CGT CAG 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin 

337 ATA ATG AAA GAG TAT GGC ACA ATG GAG GAT TTT GAT AGC CTT GTT GCC 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala 

3 85 GAA ATG AAA AAA CGA AAT ATG CGC TTA ATG ATC GAC GTG GTC ATT AAC 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met lie Asp Val Val He Asn 

433 CAT ACC AGT GAT CAA CAC CCG TGG TTT ATT CAG AGT AAA AGC GAT AAA 
His Thr Ser Asp Gin His Pro Trp Phe He Gin Ser Lys Ser Asp Lys 

4 81 AAC AAC CCT TAT CGT GAC TAT TAT TTC TGG CGT GAC GGA AAA GAT AAT 

Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn 

52 9 CAG CCA CCT AAT AAT TAC CCC TCA TTT TTC GGC GGC TCG GCA TGG CAA 
Gin Pro Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 

577 AAA GAT GCA AAG TCA GGA CAG TAC TAT TTA CAC TAT TTT GCC AGA CAG 
Lys Asp Ala Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 

625 CAA CCT GAT CTC AAC TGG GAT AAC CCG AAA GTA CGT GAG GAT CTT TAC 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Glu Asp Leu Tyr 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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673 GCA ATG CTC CGC TTC TGG CTG GAT AAA GGC GTT TCA GGC ATG CGA TTT 
Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met Arg Phe 

721 GAT ACG GTG GCA ACT TAT TCC AAA ATC CCG GGA TTT CCC AAT CTG ACA 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys lie Pro Gly Phe Pro Asn Leu Thr 

76 9 CCT GAA CAA CAG AAA AAT TTT GCT GAA CAA TAC ACC -ATG GGD CCT AAT 
Pro Glu Gin Gin Lys Asn Phe Ala Glu Gin Tyr Thr Met ? Pro Asn 

817 ATT CAT CGA TAC ATT CAG GAA ATG AAC CGG AAA GTT CTG TCC CGG TAT 
lie His Arg Tyr He Gin Glu Met Asn Arg Lys Val Leu Ser Arg Tyr 

865 GAT GTG GCC ACC GCG GGT GAA ATT TTT GGC GTC CCG CTG GAT CGT TCG 
Asp Val Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Arg Ser 

913 TCG CAG TTT TTT GAT CGC CGC CGA CAT GAG CTG AAT ATG GCG TTT ATG 
Ser Gin Phe Phe Asp Arg Arg Arg His Glu Leu Asn Met Ala Phe Met 

961 TTT GAC CTC ATT CGT CTC GAT CGC GAC AGC AAT GAA CGC TGG CGT CAC 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asn Glu Arg Trp Arg His 

1009 AAG TCG TGG TCG CTC TCT CAG TTC CGC CAG ATC ATC AGC AAA ATG GAT 
Lys Ser Trp Ser Leu Ser Gin Phe Arg Gin He He Ser Lys Met Asp 



1057 GTC ACG GTC GGA AAG TAT GGC TGG AAC ACG TTC TTC TTA GAC AAC CAT 
Val Thr Val Gly Lys Tyr Gly Trp Asn Thr Phe Phe Leu Asp Asn His 

1105 GAC AAC CCC CGT GCG GTA TCT CAC TTC GGG GAT GAC AGG CCG CAA TGG 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 

1153 CGG GAG GCG TCG GCT AAG GCA CTG GCG ACG ATT ACC CTC ACT CAG CGG 
Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr He Thr Leu Thr Gin Arg 

1201 GCG ACG CCG TTT ATT TAT CAG GGT TCA GAG CTG GGA ATG ACT AAT TAT 
Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 

124 9 CCC TTC AGG CAA CTC AAC GAA TTT GAC GAC ATC GAG GTC AAA GGT TTC 
Pro Phe Arg Gin Leu Asn Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly Phe 

1297 TGG CAG GAT TAT GTC CAG AGT GGA AAA GTC ACG GCC ACA GAG TTT CTC 
Trp Gin Asp Tyr Val Gin Ser Gly Lys Val Thr Ala Thr Glu Phe Leu 

134 5 GAT AAT GTG CGC CTG ACG AGC CGC GAT AAC AGC AGA ACA CCT TTC CAG 
Asp Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 

1393 TGG AAT GAC ACC CTG AAT GCT GGT TTT ACT CGC GGA AAG CCG TGG TTT 
Trp Asn Asp Thr Leu Asn Ala Gly Phe Thr Arg Gly Lys Pro Trp Phe 
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1441 CAC ATC AAC CCA AAC 
His He Asn Pro Asn 

14 8 9 CGC GAA GAT TCA GTG 
Arg Glu Asp Ser Val 



- 54 - 
TAT GTG GAG ATC AAC SCC 
Tyr Val Glu He Asn ? 

CTG AAT TAC TAT AAA AAA 
Leu Asn Tyr Tyr Lys Lys 



GAA CGC GAA GAA ACC 
Glu Arg Glu Glu Thr 

ATG ATT CAG CTA CGC 
Met He Gin Leu Arg 



1537 CAC CAT ATC CCT GCT CTG GTA TAT GGC GCC TAT CAG GAT CTT AAT CCA 
His His He Pro Ala Leu Val Tyr Gly Ala Tyr Gin Asp Leu Asn Pro 

1585 CAG GAC AAT ACC GTT TAT GCC TAT ACC CGA ACG CTG GGT AAC GAG CGT 
Gin Asp Asn Thr Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Asn Glu Arg 

1633 TAT CTG GTC GTG GTG AAC TTT AAG GAG TAC CCG GTC CGC TAT ACT CTC 
Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Tyr Pro Val Arg Tyr Thr Leu 

1681 CCG GCT AAT GAT GCC ATC GAG GAA GTG GTC ATT GAT ACT CAG CAG CAA 
Pro Ala Asn Asp Ala He Glu Glu Val Val He Asp Thr Gin Gin Gin 

1729 GGT GCG CCG CAC AGC ACA TCC CTG TCA TTG AGC CCC TGG CAG GCA GGT 
Gly Ala Pro His Ser Thr Ser Leu Ser Leu Ser Pro Trp Gin Ala Gly 

1777 GCG TAT AAG CTG CGG TAA 
Ala Tyr Lys Leu Arg 
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SEQ ID NO. 13 

BESCHREIBUNG: MX 45- Isomerase 
LANGE: 1782 Basen 







* * * 


S E Q U E 


N 2 * * 


* 




1 


ATGCTTATGA 


AGAGATTATT 


CGCCGCGTCT 


CTGATGCTTG 


CTTTTTCAAG 


CGTCTCCTCT 


61 


GTGAGGGCTG 


AGGAGGCCGT 


AAAGCCGGGC 


GCGCCATGGT 


GGAAAAGTGC 


TGTCTTCTAT 


121 


CAGGTCTATC 


CGCGCTCGTT 


CAAGGATACC 


AACGGTGATG 


GGATCGGCGA 


TTTCAAAGGA 


181 


CTGACGGAGA 


AG CTCGACTA 


TCTCAAGGGG 


CTCGGCATAG 


ACG CCATCTG 


GATCAATCCA 


241 


CATTACGCGT 


CTCCCAACAC 


CGATAATGGC 


TACGATATCA 


GCGACTATCG 


AGAGGTCATG 


301 


AAGGAATATG 


GGACGATGGA 


GG A CTT C GAT 


CGTCTGATGG 


CTGAGTTGAA 


GAAGCGCGGC 


361 


ATGCGGCTCA 


TGGTTGATGT 


CGTGATCAAC 


CATTCGAGTG 


ACCAACACGA 


ATGGTTCAAG 


421 


AGCAGCCGGG 


CCTCCAAAGA 


CAATCCCTAC 


CG TGACTATT 


ATTTCTGG CG 


TGA CGG CAAA 


481 


GACGGTCACG 


AGCCAAACAA 


TTA CCCTTC C 


TTPTTPPPPP 


GTTCGGCATG 


PPAPAAPPAP 


541 


CCCGTAACCG 


GGCAATATTA 


C CTG CATTAT 


TT PPPTPPTP 

X x X WO X V- 


APPAPPPAPA 


TPTP A A PTPP 


601 


GACACGCCGA 


AG CTT CG CGA 


GGAA CTPTAT 

X s— X r\ X 


PPPATPPTPP 


V-jvjj X X L. X X 


PY*7A Pft 7A CTT^r* 


661 


GTATCAGGCA 


TGCGGTTCGA 


X ilv- X VjUU X 


APPTaPTPflTV 
ntLlnL X \_v_r./-i 


inapt ppppp 


xxx LLuobAi 


721 






p, a a rTTrrzrr^ 


wiUuLL ±J\XJ\ 






781 


PPTTA CC %T VC2.C > 


SPPt js ATPPA 


PP An A APPTP 






p»7\ ppppp 


84 1 




nPOPTPPPPT 

uLuU X LUuL J. 


PA A TP A A PTP 


x o X X L-rt 


TPPR P?A PPPP 




901 


ptpp. a t a tp p 


PTTTP A PPTT 
l_ JL X J. V— /i. v_ x X 


PP A TPTP ATP 


PPTTl TP 7\ TP 


Vj\_tjL-ftU X LjVjtA 


T 1 /^/ ••I'M 'PPPTi T* 


961 


appattpppp 


PT A P PTT A (7 P 


PPA f H TTPPr , T 


PR 7\ 7\ PP TA hppp 


7\ T'Ti APP"T*PP7V 




1 021 


p»p pp, a a t a th 


P* CTGGAA PAP 


OX X V— X ICUiL 


VjjvjV — rifil LALu 




TPPPPTHTPP 


108 1 - 


PA TTTTRHTn 


ACGATCGGCC" 


~PPA ATPPPPP 


~~P A A'PPPT PPP~ 


pr 7i A"PP PT PT~ 


_ PPPP A~PPPTP 


114 1 


ACCTTGACCC 


AGCGAGGAAC 


GCCGTTCATC 


TTCCAAGGAG 


ATGAACTCGG 


AATGACCAAC 


1201 


TACCCCTTCA 


AGACG CTGCA 


GGACTTTGAT 


GATATCNNNN 


NNNNNNNNNN 


NNNNNNNNNN 


1261 


NNNNNNNNNN 


NNNNNNNNNN 


NNNNNNNNNN 


NNNNNNNNNN 


NNNNNNNNNN 


NNNNNNNNNN 


1321 


NNNNNNNNNN 


NTGTGGCGTT 


GACTAGCCGA 


GCAAACGCCC 


GCACGCCCTT 


TCAATGGGAT 


1381 


GACAGTGCTA 


ATGCGGGATT 


CACAACTGGC 


AAGCCTTGGC 


TAAAGGTCAA 


TCCAAACTAC 


1441 


ACTGAGATCA 


ACGCCGCGCG 


GGAAATTGGC 


GATCCTAAAT 


CGGTCTACAG 


CTTTTACCGC 


1501 


AACCTGATCT 


CAATCCGGCA 


TGAAACTCCC 


GCTCTTTCGA 


CCGGGAGCTA 


TCGCGACATC 


1561 


GATCCGAGTA 


ATGCCGATGT 


CTATG CCTAT 


ACGCGCAGCC 


AGGATGGCGA 


GACCTATCTG 


1621 


GTCGTAGTCA 


ACTTCAAGGC 


AGAGCCAAGG 


AGTTTCACGC 


TTCCGGACGG 


CATG CATATT 


1681 


GCCGAAACCC 


TGATTGAGAG 


CAGTTCGCCA 


GCAGCTCCGG 


CGGCGGGGGC 


TGCAAGCCTT 


1741 


GAGCTGCAGC 


CTTGGCAGTC 


CGGCATCTAC 


AAGGTGAAGT 


AA 
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SEQ ID NO. 14 

BESCHREIBUNG: MX 45-Isomerase 

LANGE: 1782 Basen oder 593 Aminosauren 



S E Q U E N 2 



1 ATG CTT ATG AAG AGA TTA TTC GCC GCG TCT CTG ATG CTT GCT TTT TCA 
Met Leu Met Lys Arg Leu Phe Ala Ala Ser Leu Met Leu -Ala Phe Ser 

4 9 AGC GTC TCC TCT GTG AGG GCT GAG GAG GCC GTA AAG CCG GGC GCG CCA 
Ser Val Ser Ser Val Arg Ala Glu Glu Ala Val Lys Pro Gly Ala Pro 

97 TGG TGG AAA AGT GCT GTC TTC TAT CAG GTC TAT CCG CGC TCG TTC AAG 
Trp Trp Lys Ser Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys 

14 5 GAT ACC AAC GGT GAT GGG ATC GGC GAT TTC AAA GGA CTG ACG GAG AAG 
Asp Thr Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Phe Lys Gly Leu Thr Glu Lys 

193 CTC GAC TAT CTC AAG GGG CTC GGC ATA GAC GCC ATC TGG ATC AAT CCA 
Leu Asp Tyr Leu Lys Gly Leu Gly He Asp Ala lie Trp lie Asn Pro 

241 CAT TAC GCG TCT CCC AAC ACC GAT AAT GGC TAC GAT ATC AGC GAC TAT 
His Tyr Ala Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asp Tyr 

2 89 CGA GAG GTC ATG AAG GAA TAT GGG ACG ATG GAG GAC TTC GAT CGT CTG 
Arg Glu Val Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu 

337 ATG GCT GAG TTG AAG AAG CGC GGC ATG CGG CTC ATG GTT GAT GTC GTG 
Met Ala Glu Leu Lys Lys Arg Gly Met Arg Leu Met Val Asp Val Val 

385 ATC AAC CAT TCG AGT GAC CAA CAC GAA TGG TTC AAG AGC AGC CGG GCC 
He Asn His Ser Ser Asp Gin His Glu Trp Phe Lys Ser Ser Arg Ala 

433 TCC AAA GAC AAT CCC TAC CGT GAC TAT TAT TTC TGG CGT GAC GGC AAA 
Ser Lys Asp Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys 

481 GAC GGT CAC GAG CCA AAC AAT TAC CCT TCC TTC TTC GGC GGT TCG GCA 
Asp Gly His Glu Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala 

529 TGG GAG AAG GAC CCC GTA ACC GGG CAA TAT TAC CTG CAT TAT TTC GGT 
Trp Glu Lys Asp Pro Val Thr Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Gly 

577 CGT CAG CAG CCA GAT CTG AAC TGG GAC ACG CCG AAG CTT CGC GAG GAA 
Arg Gin Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Thr Pro Lys Leu Arg Glu Glu 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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673 



721 



769 



817 



865 



913 



961 



1009 



1057 



1105 



1153 



1201 



1249 



1297 



1345 



- 57 - 

CTC TAT GCG ATG CTG CGG TTC TGG CTC GAC AAG GGC GTA TCA GGC ATG 
Leu Tyr Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met 

CGG TTC GAT ACG GTG GCT ACC TAC TCG AAG ACA CCG GGT TTC CCG GAT 
Arg Phe Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys Thr Pro Gly Phe Pro Asp 

CTG ACA CCG GAG CAG ATG AAG AAC TTC GCG GAG GCC TAT ACC CAG GGG 
Leu Thr Pro Glu Gin Met Lys Asn Phe Ala Glu Ala -Tyr Thr Gin Gly 

CCG AAC CTT CAT CGT TAC CTG CAG GAA ATG CAC GAG AAG GTC TTC GAT 
Pro Asn Leu His Arg Tyr Leu Gin Glu Met His Glu Lys Val Phe Asp 

CAT TAT GAC GCG GTC ACG GCC GGC GAA ATC TTC GGC GCT CCG CTC AAT 
His Tyr Asp Ala Val Thr Ala Gly Glu lie Phe Gly Ala Pro Leu Asn 

CAA GTG CCG CTG TTC ATC GAC AGC CGG AGG AAA GAG CTG GAT ATG GCT 
Gin Val Pro Leu Phe lie Asp Ser Arg Arg Lys Glu Leu Asp Met Ala 

TTC ACC TTC GAT CTG ATC CGT TAT GAT CGC GCA CTG GAT CGT TGG CAT 
Phe Thr Phe Asp Leu lie Arg Tyr Asp Arg Ala Leu Asp Arg Trp His 

ACC ATT CCG CGT ACC TTA GCG GAC TTC CGT CAA ACG ATC GAT AAG GTC 
Thr lie Pro Arg Thr Leu Ala Asp Phe Arg Gin Thr lie Asp Lys Val 

GAC GCC ATC GCG GGC GAA TAT GGC TGG AAC ACG TTC TTC CTC GGC AAT 
AsjT^laT lie Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Thr Phe Phe Leu Gly Asn 

CAC GAC AAT CCC CGT GCG GTA TCG CAT TTT GGT GAC GAT CGG CCG CAA 
His Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin 

TGG CGC GAA GCC TCG GCC AAG GCT CTG GCC ACC GTC ACC TTG ACC CAG 
Trp Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Val Thr Leu Thr Gin 



CGA GGA ACG CCG TTC ATC TTC CAA 
Arg Gly Thr Pro Phe lie Phe Gin 

TAC CCC TTC AAG ACG CTG CAG GAC 
Tyr Pro Phe Lys Thr Leu Gin Asp 

NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN 



GGA GAT GAA CTC GGA ATG ACC AAC 
Gly Asp Glu Leu Gly Met Thr Asn 

TTT GAT GAT ATC NNN NNN NNN NNN 
Phe Asp Asp lie ? ? ? ? 

NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN 

*? o ■? i i o ? 



NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN 



AGC CGA GCA AAC GCC CGC ACG CCC 
Ser Arg Ala Asn Ala Arg Thr Pro 



NNN NNN NNN NNT GTG GCG TTG ACT 
? ? ? ? Val Ala Leu Thr 

TTT CAA TGG GAT GAC AGT GCT AAT 
Phe Gin Trp Asp Asp Ser Ala Asn 
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13 93 GCG GGA TTC ACA ACT GGC AAG CCT TGG CTA AAG GTC AAT CCA AAC TAC 

Ala Gly Phe Thr Thr Gly Lys Pro Trp Leu Lys Val Asn Pro Asn Tyr 

14 41 ACT GAG ATC AAC GCC GCG CGG GAA ATT GGC GAT CCT AAA TCG GTC TAC 

Thr Glu He Asn Ala Ala Arg Glu He Gly Asp Pro Lys Ser Val Tyr 

14 89 AGC TTT TAC CGC AAC CTG ATC TCA ATC CGG CAT GAA ACT CCC GCT CTT. 
Ser Phe Tyr Arg Asn Leu He Ser He Arg His Glu Thr Pro Ala Leu 

1537 TCG ACC GGG AGC TAT CGC GAC ATC GAT CCG AGT AAT GCC GAT GTC TAT 
Ser Thr Gly Ser Tyr Arg Asp He Asp Pro Ser Asn Ala Asp Val Tyr 

1585 GCC TAT ACG CGC AGC CAG GAT GGC GAG ACC TAT CTG GTC GTA GTC AAC 
Ala Tyr Thr Arg Ser Gin Asp Gly Glu Thr Tyr Leu Val Val Val Asn 

163 3 TTC AAG GCA GAG CCA AGG AGT TTC ACG CTT CCG GAC GGC ATG CAT ATT 
Phe Lys Ala Glu Pro Arg Ser Phe Thr Leu Pro Asp Gly Met His He 

16 81 GCC GAA ACC CTG ATT GAG AGC AGT TCG CCA GCA GCT CCG GCG GCG GGG 
Ala Glu Thr Leu He Glu Ser Ser Ser Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 

1729 GCT GCA AGC CTT GAG CTG CAG CCT TGG CAG TCC GGC ATC TAC AAG GTG 
Ala Ala Ser Leu Glu Leu Gin Pro Trp Gin Ser Gly He Tyr Lys Val 

1777 AAG TAA 
Lys 
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SEQ ID NO. 15 

BESCHREIBUNG: MX 4 5 - Palatinose-Hyarolase 
IANGE: 17 04 Basen 







* * * 


S E Q U E 


N 2 * * 






1 


ATGACTGAAA 


AG TTAT CCTT 


CGAGTCGACA 


ACAAT CTCGC 


GTCGCTGGTG 


GAAAnAfSftr^r 


61 


GTTGTCTATC 


AGGTGTATCC 


CCG CTCGTTC 


CAGGATTCGA 


ACGGGGA CGG 




121 


CTTCCGGGCA 


TAACTGCGAG 


GCTAGATTAC 


ATCCTCGGTP 






181 


CTCAGCCCCC 


ATTT CG A CTC 


TCCGAATGCT 


GACAAPfiPPT 


A A T A TPPf: 


1 1A1 


241 


AAGGTGATGC 


GCGAATTCGG 




\J-T\ J. J. i. J. L, 




ppT\ P»Ti ppft T\ T\ 

U taAQ*A V-taAAA 


301 


AAGCGCGGCA 


TGCGG CTGAT 


pa tccz a t ptp 




A I AL.CAtat-t>A 


CGAGCATGTC 


361 


TGGTTTGCCG 


AAAGCCGGGC 


PTfTS A A A A A P 




I LiA i 1 A(_ I A 


CAT CTGG CAT 


421 


CCCGGCCGGG 


ACGGCGCCGA 


GCCGAACGAC 


TGGCG CTCAT 


TTTT CTCGGG 


CTCGGCATGG 


4 81 


A P" l " l "TPP A PP 


AP.PP A A rprr: 




ATGCATCTTT 


T CGCCGATAA 


ACAGCCGGAT 


54 1 


31 TP A Zv ptp 






GATGTCTATG 


ACATCATGCG 


CTTTTGG CTG 


DUX 


a p ii 7a nnr* pp* 

V_fi/"IV»?V» V7 \— 


1 V^VsAt-VJOAJ. i 


^P*^*P»?\ »T»^r^T\ t» 

C CG CATGGAT 


GTCATCCCCT 


TCATCTCCAA 


GCAAGACGGC 


act 


l_ i. W>t,CCuAuI 




T CAT CG CGG C 


GCGCCGCAGT 


TTTTCCACGG 


TTCGGGTCCC 






ACTAT CTT CA 


GGAAATGAAC 


CG CGAGGTAT 


TGTCGCATTA 


CGATGTGATG 


/ O J. 


At-xjla X 1 


AGGCCXTCGG 


TGTGACGGCG 


GATGCGACGC 


CGCTTCTGGT 


CGACGAACGG 


OH i. 


UVjt_L-L»L-LiAAV_ 


T»P»7S 7v P*T\ ""PP* 7\ «T» 


CTTCAATTTC 


GACGCCGTGC 


GCATCGGCCG 


TGGCGAGACC 


om 


I (jOCACAL- X A 


AbLL I I W^LrC 


CCTGCCGGAA 


CTTAAGGCGA 


TCTATGCCCG 


TCTGGACGCT 








GGGTACGGTC 


TTTCTCTCCA 


ACCACGACAA 


TCCTCGTCTC 


j. u^: ± 




*T*r , P*P*T , f^ T\ T , /™» 7\ 


TCATCCTGAC 


TGGCGGGTGG 


CGTCGGCCAA 


GGTTCTTGCC 


1081 


ACACTTCTCC 


TAACGCTGAA 


GGGCACGCCT 


TTCATCTA CC 


AAGGCGATGA 


ATTGGGCATG 


1141 


ACCAACTATC 


CTCGGCTCGG 


TCGAGGAGAC 


GACGATATCG 


AGGTG CGCAA 


CGCCTGGCAG 


1201 


GCTGAGGTCA 


TGACCGGTAA 


GGCGGATGCA 


GCCGAATTTC 


TCGGGGAGAT 


G CTG AAGATT 


1261 


TCCCGCGATC 


ATTCCCGCAC 


ACCGATGCAA 


TGGGACGCCA 


GTCTCGACGG 


TGGTTTCACT 


1321 


CGGGGTGAAA 


AGCCCTGGCT 


ATCGGTCAAT 


CCGAACTATC 


GGGCGATCAA 


TGCGGATGCG 


1381 


GCACTCGCCG 


ATCCCGATTC 


GAT CTAC CAT 


TATTACGCCG 


CACTCATCCG 


TTTCCGGCG C 


1441 


GAGACACCGG 


CGCTCATCTA 


CGGCGATTAT 


GACGACTTGG 


CGCCGGATCA 


TCCGCACCTC 


1501 


TTCGTCTATA 


CAAGAACATT 


GGGGTCCGAG 


CGCTATCTGG 


TCGCGCTTAA 


CTTCTCCGGC 


1561 


GATGCGCAGG 


CACTTGTTCT 


CCCGACAGAC 


CTGAGCGCCG 


CGTCACCTGT 


TATCGGGCGC 


1621 


GCCCCGCAAG 


TGGACCGCAT 


GCAGCATGAT 


GCTGCACGGA 


TCGAG CTGAT 


GGGTTGGGAA 


1681 


GCGCGGGTCT 


ACCACTGCGC 


ATGA 
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SEQ ID NO. 16 

BESCHREIBUNG: MX 4 S-Palatinose-Hydrolase 
LANGE: 1704 Basen Oder 567 Aminosauren 



S E Q U E N Z 



1 ATG ACT GAA AAG TTA TCC TTC GAG TCG ACA ACA ATC TCG CGT CGC TGG 
Met Thr Glu Lys Leu Ser Phe Glu Ser Thr Thr He Ser Arg Arg Trp 

4 9 TGG AAA GAG GCT GTT GTC TAT CAG GTG TAT CCC CGC TCG TTC CAG GAT 
Trp Lys Glu Ala Val Val Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Gin Asp 

97 TCG AAC GGG GAC GGC ATC GGC GAC CTT CCG GGC ATA ACT GCG AGG CTA 
Ser Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Leu Pro Gly He Thr Ala Arg Leu 

14 5 GAT TAC ATC CTC GGT CTA GGC GTT ACT GTC ATC TGG CTC AGC CCC CAT 
Asp Tyr He Leu Gly Leu Gly Val Ser Val He Trp Leu Ser Pro Kis 

193 TTC GAC TCT CCG AAT GCT GAC AAC GGC TAC GAT ATC CGT GAC TAT CGC 
Phe Asp Ser Pro Asn Ala Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg 

241 AAG GTG ATG CGC GAA TTC GGC ACC ATG GCG GAT TTC GAT CAC CTG CTG 
Lys val Met Arg Glu Phe Gly Thr Met Ala Asp Phe Asp His Leu Leu 

289 GCC GAG ACG AAA AAG CGC GGC ATG CGG CTG ATC ATC GAT CTC GTC GTC 
Ala Glu Thr Lys Lys Arg Gly Met Arg Leu He He Asp Leu Val Val 

337 AAC CAT ACC AGC GAC GAG CAT GTC TGG TTT GCC GAA AGC CGG GCC TCG 
Asn His Thr Ser Asp Glu His Val Trp Phe Ala Glu Ser Arg Ala Ser 

3 85 AAA AAC AGC CCG TAC CGT GAT TAC TAC ATC TGG CAT CCC GGC CGG GAC 
Lys Asn Ser Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr He Trp His Pro Gly Arg Asp 



433 GGC GCC GAG CCG AAC GAC TGG CGC TCA TTT TTC TCG GGC TCG GCA TGG 
Gly Ala Glu Pro Asn Asp Trp Arg Ser Phe Phe Ser Gly Ser Ala Trp 

481 ACT TTC GAC CAG CCA ACC GGC GAA TAC TAC ATG CAT CTT TTC GCC GAT 
Thr Phe Asp Gin Pro Thr Gly Glu Tyr Tyr Met His Leu Phe Ala Asp 

52 9 AAA CAG CCG GAT ATC AAC TGG GAC AAT CCG GCT GTG CGC GCC GAT GTC 
Lys Gin Pro Asp He Asn Trp Asp Asn Pro Ala Val Arg Ala Asp Val 

577 TAT GAC ATC ATG CGC TTT TGG CTG GAC AAG GGC GTC GAC GGA TTC CGC 
Tyr Asp He Met Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Asp Gly Phe Arg 
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625 ATG GAT GTC ATC CCC TTC ATC TCC AAG CAA GAC GGC CTG CCC GAC TAT 
Met Asp Val He Pro Phe He Ser Lys Gin Asp Gly Leu Pro Asp Tyr 

673 CCT GAC CAT CAT CGC GGC GCG CCG CAG TTT TTC CAC GGT TCG GGT CCC 
Pro Asp His His Arg Gly Ala Pro Gin Phe Phe His Gly Ser Gly Pro 

721 CGC TTG CAC GAC TAT CTT CAG GAA ATG AAC CGC GAG GTA TTG TCG CAT 
Arg Leu His Asp Tyr Leu Gin Glu Met Asn Arg Glu* Val Leu Ser His 

769 TAC GAT GTG ATG ACG GTT GGC GAG GCC TTC GGT GTG ACG GCG GAT GCG 
Tyr Asp Val Met Thr Val Gly Glu Ala Phe Gly Val Thr Ala Asp Ala 

B17 ACG CCG CTT CTG GTC GAC GAA CGG CGC CGC GAA CTG AAC ATG ATC TTC 
Thr Pro Leu Leu Val Asp Glu Arg Arg Arg Glu Leu Asn Met He Phe 

865 AAT TTC GAC GCC GTG CGC ATC GGC CGT GGC GAG ACC TGG CAC ACT AAG 
Asn Phe Asp Ala Val Arg He Gly Arg Gly Glu Thr Trp His Thr Lys 

913 CCT TGG GCC CTG CCG GAA CTT AAG GCG ATC TAT GCC CGT CTG GAC GCT 
Pro Trp Ala Leu Pro Glu Leu Lys Ala He Tyr Ala Arg Leu Asp Ala 

961 GCG ACC GAC CAG CAC TGC TGG GGT ACG GTC TTT CTC TCC AAC CAC GAC 
Ala Thr Asp Gin His Cys Trp Gly Thr Val Phe Leu Ser Asn His Asp 

1009 AAT CCT CGT CTC GTC TCC CGG TTC GGT GAT GAT CAT CCT GAC TGG CGG 
Asn Pro Arg Leu Val Ser Arg Phe Gly Asp Asp His Pro Asp Trp Arg 

1057 GTG GCG TCG GCC AAG GTT CTT GCC ACA CTT CTC CTA ACG CTG AAG GGC 
Val Ala Ser Ala Lys Val Leu Ala Thr Leu Leu Leu Thr Leu Lys Gly 

1105 ACG CCT TTC ATC TAC CAA GGC GAT GAA TTG GGC ATG ACC AAC TAT CCT 
Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Asp Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr Pro 

1153 CGG CTC GGT CGA GGA GAC GAC GAT ATC GAG GTG CGC AAC GCC TGG CAG 
Arg Leu Gly Arg Gly Asp Asp Asp He Glu Val Arg Asn Ala Trp Gin 

1201 GCT GAG GTC ATG ACC GGT AAG GCG GAT GCA GCC GAA TTT CTC GGG GAG 
Ala Glu Val Met Thr Gly Lys Ala Asp Ala Ala Glu Phe Leu Gly Glu 

1249 ATG CTG AAG ATT TCC CGC GAT CAT TCC CGC ACA CCG ATG CAA TGG GAC 
Met Leu Lys He Ser Arg Asp His Ser Arg Thr Pro Met Gin Trp Asp 

12 97 GCC AGT CTC GAC GGT GGT TTC ACT CGG GGT GAA AAG CCC TGG CTA TCG 
Ala Ser Leu Asp Gly Gly Phe Thr Arg Gly Glu Lys Pro Trp Leu Ser 

134 5 GTC AAT CCG AAC TAT CGG GCG ATC AAT GCG GAT GCG GCA CTC GCC GAT 
Val Asn Pro Asn Tyr Arg Ala He Asn Ala Asp Ala Ala Leu Ala Asp 
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1393 CCC GAT TCG ATC TAC CAT TAT TAC GCC GCA CTC ATC CGT TTC CGG CGC 
Pro Asp Ser lie Tyr His Tyr Tyr Ala Ala Leu lie Arg Phe Arg Arg 

1441 GAG ACA CCG GCG CTC ATC TAC GGC GAT TAT GAC GAC TTG GCG CCG GAT 
Glu Thr Pro Ala Leu lie Tyr Gly Asp Tyr Asp Asp Leu Ala Pro Asp 

148 9 CAT CCG CAC CTC TTC GTC TAT ACA AGA ACA TTG GGG TCC GAG CGC TAT 
His Pro His Leu Phe Val Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Ser Glu Arg Tyr 

1537 CTG GTC GCG CTT AAC TTC TCC GGC GAT GCG CAG GCA CTT GTT CTC CCG 
Leu Val Ala Leu Asn Phe Ser Gly Asp Ala Gin Ala Leu Val Leu Pro 

158 5 ACA GAC CTG AGC GCC GCG TCA CCT GTT ATC GGG CGC GCC CCG CAA GTG 
Thr Asp Leu Ser Ala Ala Ser Pro Val He Gly Arg Ala Pro Gin Val 

1633 GAC CGC ATG CAG CAT GAT GCT GCA CGG ATC GAG CTG ATG GGT TGG GAA 
Asp Arg Met Gin His Asp Ala Ala Arg He Glu Leu Met Gly Trp Glu 

16 81 GCG CGG GTC TAC CAC TGC GCA TGA 
Ala Arg Val Tyr His Cys Ala 
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PATENTANS PRUCHE 

1 . DNA-Sequenz, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie fur ein Protein mit einer Saccharose - I somerase - 
Aktivitat codiert und 

(a) eine der in SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 
3, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 11 oder SEQ ID NO. 13 
gezeigten Nukleotidsequenzen gegebenenf alls ohne den 
Signalpeptid-codierenden Bereich, 

(b) eine der Sequenzen aus (a) im Rahmen der Degenera- 
tion des genetischen Codes entsprechende Nukleotid- 
seguenz , oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) hybri- 
disierende Nukleotidseguenz umf a£t . 

2. DNA-Sequenz nach Anspruch 1, 

dadurch gekennz eichnet , 

da£ sie 

(a) eine der in SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 
3, SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 11 oder SEQ ID NO . 13 
gezeigten Nukleotidsequenzen gegebenenf alls ohne den 
Signalpeptid-codierenden Bereich oder 

(b) eine zu den Sequenzen aus (a) mindestens 70 % homo- 
loge Nukleotidseguenz umfa£t. 

3. DNA-Sequenz nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie eine mindestens 80 % homologe Nukleotidsequenz zu 
den Teilbereichen von 

(a) Nukleotid 139 - 155 oder/und 

(b) Nukleotid 625 - 644 

der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidsequenz aufweist. 

4. DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
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da£ sie eine mindestens 80 % homologe Nukleotidsequenz zu 
den Teilbereichen von 

(c) Nukleotid 995 - 1013 oder/und 

(d) Nukleotid 1078 - 1094 

der in SEQ ID NO. 1 gezeigten Nukleotidseguenz auf weist . 

; . Vektor, 

dadurch gekennzeichnet , 

dafi er mindestens eine Kopie einer DNA-Sequenz nach einem 
der Anspruche 1 bis 4 enthalt. 

5. Vektor, 

dadurch gekennzeichnet , 

da£ er ein prokaryontischer Vektor ist. 

7 . Vektor nach Anspruch 5 oder 6 , 
dadurch gekennzeichnet , 
da£ er ein zirkulares Plasmid ist . 

8. Vektor nach Anspruch 6 oder 7 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ er in einer Wirtszelle mit einer Kopienzahl von weni- 
ger als 10 vorliegt . 

9 . Vektor nach Anspruch 7 oder 8 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi er das Saccharose- Isomerasegen unter Kontrolle eines 
regulierbaren Promoters enthalt. 

10. Plasmid pHWS 88 (DSM 8824) 

11. Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS sie mit einer DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 
bis 4 oder einem Vektor nach einem der Anspruche 5 bis 10 
transf ormiert ist . 
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12. Zelle nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie eine prokaryontische Zelle ist. 

13. Zelle nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie eine gram-negative prokaryontische Zelle ist. 

14. Zelle nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie eine Enterobakterienzelle ist. 

15. Zelle nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie eine Escherichia coli-, Protaminobacter rubrum- 
oder Erwinia rhapontici- Zelle ist . 

16 Protein mit einer Saccharose - 1 somerase - Akt ivi tat , 

dadu rch gekennzei chn et, 

da£ es von einer DNA- Sequenz nach einem der An sp ruche 1 
bis 4 codiert ist . 

17. Protein nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 
da£ es 

(a) eine der in SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 oder SEQ ID 
NO. 6, SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 12 oder SEQ ID NO. 
14 gezeigten Aminosauresequenzen gegebenenf alls ohne 
den Signalpeptidbereich oder 

(b) eine zu den Sequenzen aus (a) mindestens 8 0 % hotno- 
loge Aminosauresequenz umf a£t . 

18. Protein nach Anspruch 16 oder 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es eine mindestens 90 % homologe Aminosauresequenz zu 
den Teilbereichen von 
(a) Aminosaure 51-149, 
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(b) Aminosaure 168 - 181, 

(c) Aminosaure 199 - 250, 

(d) Aminosaure 3 51 - 3 87 oder/und 

(e) Aminosaure 390 - 420 

der in SEQ ID NO. 4 gezeigten Aminosauresequenz aufweis 

19. Zelle, die mindestens eine fur ein Protein mit einer Sa 
charose-Isomerase-Aktivitat codierende DNA-Seguenz ent- 
halt und einen reduzierten Palatinose- oder/und Tre- 
halulosestof fwechsel aufweis t . 



20. Zelle nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daE die Reduzierung des Palatinose- oder/und Trehalulo- 
sestoffwechsels durch teilweise oder vollstandige Hem- 
mung der Expression von Invertase- oder/und Palatinase- 
genen erf olgt . 



21 



22. 



Protaminobacter rubrum Mutante SZZ 13 (DSM 9121) 

Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren, die fur ein 
Protein mit einer Saccharose- Isomerase-Aktivitat codie- 
ren, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine Genbank aus einem Spenderorganismus, der 
eine fur ein Protein mit einer Saccharose -Isomerase-Ak- 
tivitat codierende DNA-Sequenz enthalt, in einem geeig- 
neten wirtsorganismus anlegt, die Klone der Genbank un- 
tersucht, 

und die Klone isoliert, die eine fur ein Protein mit Sac 
charose-Isomerase-Aktivitat codierende Nukleinsaure ent- 

halten. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Wirtsorganismus E.coli verwendet. 
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24. Verfahren nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ bei der Untersuchung der Klone der Genbank Saccha- 
rose -spaltende Klone und die darin enthaltenen, vom 
Spenderorganismus stammenden DNA-Sequenzen isoliert und 
in einem Galactose nicht verwertenden E . col i - Stamm trans- 
formiert werden, der als Screeningstamm fur die Klone der 
Genbank eingesetzt wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Untersuchung der Klone der Genbank unter Verwen- 
dung von Nukleinsauresonden erfolgt, die aus den Sequen- 
zen SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 
9, SEQ ID NO. 11 Oder SEQ ID NO. 13 abgeleitet sind. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man als Nukleinsauresonde ein DNA-Fragment verwen- 
det, das durch PCR-Amplif ikation der DNA aus dem Spen- 
derorganismus unter Verwendung der Oligonukleotidgemische 
5' -TGGTGGAA (A, G) GA (A, G) GCTGT-3 ' und 

5 ' -TCCCAGTTCAG (A, G) TCCGGCTG- 3 ' als Primer erhalten wurde . 

27. Verfahren zur Herstellung von nicht -kariogenen Zuckern, 
insbesondere Trehalulose oder/und Palatinose, 
dadurch gekennzeichnet , 

daB man zur Produktion der Zucker ein Protein nach einem 
der Anspruche 16 bis 18, einen Organismus nach einem der 
Anspruche 11 bis 15 oder 19 bis 21 oder einen Extrakt aus 
einem derartigen Organismus verwendet . 

28. Verfahren nach Anspruch 23, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man den Organismus , den Extrakt oder das Protein in 
immobilisierter Form verwendet. 
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29. Verwendung von Proteinen nach einem der Anspruche 16 bis 
18 oder Organismen nach einem der Anspruche 11 bis 15 
oder 19 bis 21 zur Herstellung von nicht-kariogenen Zuk- 
kern, insbesondere Trehalulose oder/und Palatinose. 

30 . DNA-Sequenz , 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie fur ein Protein mit Palatinase- oder/und Treha- 
lulase-Aktivitat codiert und 

(a) eine der in SEQ ID NO. 7 oder SEQ ID NO. 15 gezeigt- 
en Nukleotidsequenzen, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
des genetischen Codes entsprechende Nukleotidse- 
quenz oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) hybri- 
disierende Nukleotidsequenz umfafit. 



31. Vektor, 

dadurch gekennzeichnet, 

da£ er mindestens eine Kopie einer DNA-Sequenz nach An- 
spruch 30 enthalt. 

32. Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie mit einer DNA-Sequenz nach Anspruch 30 oder ein 
Vektor nach Anspruch 31 transf ormiert ist. 

33. Protein mit Palatinase- oder/und Trehalulase-Aktivitat , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es von einer DNA-Sequenz nach Anspruch 30 codiert 
ist. 



34. Protein nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi es eine der in SEQ ID NO. 8 oder SEQ ID NO. 16 ge- 
zeigten Aminosauresequenzen aufweist. 
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